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Resumen 
 
El género Prunus, de la familia Rosaceae, incluye los frutales de hueso: 
melocotonero (P. persica), albaricoquero (P. armeniaca), ciruelo europeo (P. 
domestica), ciruelo Japonés (P. salicina), cerezo (P. avium) y guindo (P. 
cerasus), además de una especie cultivada por sus semillas, el almendro (P. 
dulcis). Esta investigación tiene por objeto desarrollar marcadores de tipo 
microsatélite (o SSR por simple-sequence repeat) en almendro y ciruelo 
japonés, las dos únicas especies entre los cultivos de Prunus diploides para 
las que estos marcadores todavía no estaban disponibles al inicio de esta 
tesis, y estudiar su variabilidad en una colección de cultivares de ambas 
especies. Adicionalmente, hemos estudiado la transferibilidad de los 
microsatélites obtenidos en Prunus a las especies cultivadas de las 
rosáceas, incluyendo seis especies de Prunus, y tres de otros géneros: el 
manzano (Malus x domestica), el peral (Pyrus comunis) y la fresa octoploide 
(Fragaria x ananassa).  
Para desarrollar nuevos marcadores microsatélites, se utilizaron dos 
métodos: uno a partir de genotecas de ADN enriquecidas (para las 
secuencias CT/AG), con el que se obtuvieron 31 SSRs en almendro y 27 en 
ciruelo japonés y otro usando las secuencias de ESTs (expressed sequence 
tags) existentes en las bases de datos de almendro (22 SSRs) y 
melocotonero (25 SSRs). Todos estos microsatélites fueron polimórficos en 
un grupo de ocho cultivares de su correspondiente especie.  
Con los marcadores obtenidos se estudió la variabilidad de una 
colección más extensa de variedades de almendro (30) usando 47 
microsatélites procedentes de almendro (25 genómicos y 22 derivados de 
ESTs). Un estudio parecido se realizó en 38 variedades de ciruelo japonés 
con 27 SSRs genómicos obtenidos en esta especie. Estos marcadores 
fueron altamente variables en ambas especies, con un promedio de 7,3 
alelos por locus en almendro y 7,2 en ciruelo japonés, permitiendo identificar 
individualmente todos los individuos estudiados. Los datos obtenidos 
indicaron que los SSRs de la misma especie son más variables que los 
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desarrollados en otras especies próximas. Además, en almendro, pudimos 
constatar que los microsatélites procedentes de ESTs, y particularmente los 
localizados en zonas codificantes, eran menos variables que los de origen 
genómico.   
La agrupación de las variedades estudiadas en función de su distancia 
genética (dendrograma) o de su estructura subpoblacional fue bastante 
similar tanto en almendro como ciruelo japonés. En almendro las variedades 
se agruparon según su procedencia geográfica y su época de floración. En 
cuanto a las variedades de ciruelo japonés, mayoritariamente de reciente 
origen y desarrolladas en Estados Unidos, se agruparon según los 
programas de mejora de los diferentes estados en los que fueron obtenidas. 
Para el estudio de transferibilidad, se eligieron 145 SSRs de Prunus [25 
genómicos de almendro, melocotonero y ciruelo japonés; 25 de ESTs de 
melocotonero, 22 de ESTs de almendro y 23 de albaricoquero (10 
genómicos y 13 de ESTs)], todos polimórficos e identificando un único locus 
en su especie origen. Estos microsatélites se estudiaron en ocho variedades 
de las siguientes nueve especies: almendro, melocotonero, ciruelo europeo, 
ciruelo japonés, albaricoquero, cerezo, manzano, peral y fresón. El 83% de 
estos marcadores amplificaron bandas del tamaño esperado en el resto de 
las especies de Prunus y el 63,9% fueron polimórficos, denotando la elevada 
transferibilidad dentro de este mismo género. Esta transferibilidad fue 
decayendo según se hacía más grande la distancia genética que separa la 
especie origen del SSR de la especie estudiada, por lo que sólo el 16,3% 
fueron transferibles a especies de otros géneros de Rosáceas (manzano, 
peral y fresón). No detectamos diferencias significativas entre microsatélites 
de diferente origen (genómicos y de ESTs) por lo que respecta a su 
transferibilidad, ni a su capacidad para la detección de variabilidad. 
Un total de 31 SSRs amplificaron y fueron polimórficos en todas las 
especies de Prunus estudiadas, de los cuales 12, seleccionados para que 
tuvieran una buena cobertura del genoma, fueron propuestos como el juego 
universal para análisis de variabilidad en Prunus. 
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Resum 
 
El gènere Prunus, de la família Rosaceae, inclou els fruiters d'os: 
presseguer (P. persica), albercoquer (P. armeniaca), pruna europea (P. 
domestica), pruna japonesa (P. salicina), cirerer (P. avium) i el guinder (P. 
cerasus), a mes a mes d'una espècie cultivada por les seves llavors, 
l'ametller (P. dulcis). Aquesta investigació te com a objectiu el 
desenvolupament de marcadors tipus microsatèl·lit (o SSR per simple-
sequence repeat) en ametller i en pruna japonesa, les dos úniques especies 
entre els cultius de Prunus diploides pels quals aquests tipus de marcadors 
encara no estaven disponibles a l'inici d'aquesta tesi, i estudiar la seva 
variabilitat en una col·lecció de cultivars de ambdues especies. 
Addicionalment, hem estudiat la transferibilitat dels microsatèl.lits obtinguts 
en Prunus a les especies cultivades de les rosàcies, incloent sis especies de 
Prunus, i tres d'altres generes: la pomera (Malus x domestica), la perera 
(Pyrus comunis) i la maduixa octoploide (Fragaria x ananassa). 
Per desenvolupar nous marcadors microsatèl.lit es van utilitzar dos 
mètodes: un a partir de genoteques de ADN enriquides (per les seqüències 
CT/AG), amb el que es van obtenir 31 SSRs en ametller i 27 en pruna 
japonesa, i un altre utilitzant les seqüències de ESTs (expressed sequence 
tags) existents a les bases de dades d'ametller (22 SSRs) i presseguer (25 
SSRs). Tots aquests marcadors van ser polimòrfics en un grup de vuit 
varietats de la espècie corresponent. 
Amb els marcadors obtinguts es va estudiar la variabilitat d'una col·lecció 
mes extensa de varietats d'ametller (30) utilitzant 45 SSRs procedents 
d'ametller (25 genòmics i 22 derivats d'ESTs). Un estudi similar es va 
realitzar en 38 varietats de pruna japonesa amb 27 SSRs genòmics 
obtinguts en aquesta espècie. Aquests marcadors van ser altament variables 
en ambdues especies, amb un promig de 7,3 al·lels per locus en ametller i 
7,2 en pruna japonesa, permetent identificar individualment tots els individus 
estudiats. Les dades obtingudes indicaven que els SSRs de la mateixa 
espècie son mes variables que els desenvolupats en especies pròximes. A 
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mes a mes, en ametller, vam poder constatar que els SSRs procedents de 
ESTs, i particularment els que estan localitzats en regions codificants, eren 
menys variables que els d'origen genòmic.  
L'agrupació de les varietats estudiades en funció de la seva distancia 
genètica (dendrograma) o de la seva estructura subpoblacional va ser 
bastant similar tant en ametller com en pruna japonesa. En ametller les 
varietats es van agrupar segons la procedència geogràfica i l'època de 
maduració. Les varietats de pruna japonesa, majoritàriament d'origen recent 
i desenvolupades als Estats Units, es van agrupar segons el programa de 
millora dels diferents estats en els que van ser obtinguts. 
Per l'estudi de transferibilitat, es van elegir 145 SSRs de Prunus [25 
genòmics d'ametller, presseguer i prunera japonesa; 25 d'ESTs de 
presseguer, 22 d'ESTs d'ametller i 23 d'albercoquer (10 genòmics i 13 
d'ESTs)], tots polimòrfics i identificant un únic locus en la seva espècie 
d'origen. Aquests SSRs es van estudiar en vuit varietats de les següents 
nous especies: ametller, presseguer, pruna europea, pruna japonesa, 
albercoquer, cirerer, pomera, perera i maduixot. El 83% d'aquests marcadors 
van amplificar bandes de la mida esperada en la resta d'espècies de Prunus 
i el 63,9% van ser polimòrfics, indicant la elevada transferibilitat dins d'aquest 
mateix gènere. Aquesta transferibilitat anava disminuint a mida que 
augmentava la distancia genètica que separa la espècie origen del SSR de 
la espècie estudiada, amb la qual cosa el 16,3% van ser transferibles a 
especies d'altres gèneres de les Rosàcies (pomera, perera i maduixot). No 
van detectar diferencies significatives entre SSRs de diferent origen 
(genòmics i ESTs) en quant a la seva transferibilitat, ni a la seva capacitat 
per a la detecció de variabilitat. 
Un total de 31 SSRs van amplificar i van ser polimòrfics en totes les 
especies estudiades, dels quals 12, seleccionats per a tenir una bona 
cobertura del genoma, van ser proposats com a joc universal per l'anàlisi de 
variabilitat en Prunus. 
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Abstract 
 
The Prunus genus belongs to the Rosaceae family and includes stone 
fruit crops such as peach (P. persica), apricot (P. armeniaca), European plum 
(P. domestica), Japanese plum (P. salicina), sweet cherry (P. avium) and 
sour cherry (P. cerasus), as well as almond (P. dulcis), a species cultivated 
for its seeds. This work aims to develop simple-sequence repeat (SSR) or 
microsatellite markers in almond and Japanese plum, the only two diploid 
Prunus species lacking these markers when this thesis began, and to study 
their variability in a collection of cultivars of each species. In addition, we 
studied the transferability of the microsatellites obtained from Prunus in other 
cultivated rosaceous species, including six Prunus species, and three other 
genus: apple (Malus x domestica), pear (Pyrus comunis) and octoploid 
strawberry (Fragaria x ananassa). 
To develop new microsatellite markers, we used two methods: one from 
enriched DNA genomic library (for sequences CT/AG), for which we obtained 
31 SSRs in almond and 27 in Japanese plum, and another using the 
available sequences of ESTs (expressed sequence tags) of almond (22 
SSRs) and peach (25 SSRs). All these microsatellites were polymorphic in a 
set of eight cultivars of their respective species. 
We used the obtained markers in an extensive collection of almond 
varieties (30) to study their genetic variability using 47 microsatellites derived 
from this species (25 genomic and 22 derived from ESTs). A similar study 
was conducted in 38 varieties of Japanese plum with 27 genomic SSRs 
obtained in this species. These markers were highly variable in both species, 
with an average of 7.3 alleles per locus in almond and 7.2 in Japanese plum, 
allowing us to distinguish individually all the studied genotypes. Our data 
indicated that the SSRs of the same species are more variable than those 
developed in other related species. In addition, in almond we found that the 
microsatellites derived from ESTs, and particularly those located in coding 
regions, were less variable than those obtained from genomic sequence. 
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The grouping of the studied varieties in function of their genetic distance 
(dendrogram) or their population structure was quite similar both in almond 
and Japanese plum. The almond varieties were grouped by their 
geographical origin and their flowering time, whereas the Japanese plum 
varieties, of recent origin and largely developed in the United States, were 
clustered according to the breeding programs of the different States they 
were obtained.  
A total of 145 Prunus SSRs [25 genomic from almond, peach and 
Japanese plum, 25 ESTs derived from peach, 22 ESTs derived from almond 
and 23 derived from apricot (10 genomic and 13 from ESTs)] were chosen to 
study transferability, all polymorphic and identifying a single locus in the 
origin species. These microsatellites were studied in eight varieties of the 
following nine species: almond, peach, European plum, Japanese plum, 
apricot, sweet cherry, apple, pear and strawberry. Eighty-three percent (83%) 
of these markers amplified bands of the expected size in the other Prunus 
species and 63.9% were polymorphic, indicating the high transferability within 
this genus. This transferability decreased as the genetic distance between 
the species origin of the SSR and the studied species increased. Thus, only 
16.3% of the tested SSRs were transferable to species of other rosaceous 
genera (apple, pear and strawberry). No significant differences were detected 
between microsatellites of different origins (genomic and ESTs) regarding 
their transferability, nor their capacity to detect variability. 
From the studied SSRs, 31 amplified and were polymorphic in all tested 
Prunus species. Twelve, selected to cover the whole genome, were 
proposed as the universal set for the analysis of variability in Prunus. 
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1. El género Prunus 
 
El género Prunus pertenece, dentro de la familia de las Rosáceas, a la 
subfamilia Spiroideae, tribu Amygdaleae (Potter et al., 2007) y contiene más 
de 400 especies (Rehder, 1954), la mayor parte procedentes de Asia. Está 
dividido en tres subgéneros: Amygdalus, Prunophora y Cerasus. Desde el 
punto de vista económico, Prunus incluye los frutales de hueso: 
melocotonero (P. persica L. Batsch), albaricoquero (P. armeniaca L.), ciruelo 
europeo (P. domestica L.), ciruelo japonés (P. salicina Lindl.), cerezo (P. 
avium L.) y guindo (P. cerasus L.), además de una especie aprovechada por 
sus semillas, el almendro (P. dulcis (Mill.) D.A. Webb). La producción 
mundial del año 2011 de los frutales de hueso fue de unos 42 millones de 
toneladas, de las que algo más de la mitad correspondieron a la producción 
de melocotón (FAOSTAT data, 2013, http://faostat.fao.org). 
La mayor parte de las especies cultivadas del género Prunus son 
diploides (2n = 2x = 16) a excepción del guindo que es tetraploide (2n = 4x = 
32) y del ciruelo europeo que es hexaploide (2n = 6x = 48). 
 
1.1. Subgénero Amygdalus 
El melocotonero y el almendro son los dos cultivos más importantes de 
este subgénero con una producción mundial del año 2011 de 21.510.180 y 
1.942.242 toneladas respectivamente. España ocupa el tercer lugar en la 
producción de melocotones y nectarinas con 1.336.362 toneladas y el 
segundo lugar en la producción de almendras con cáscara con 211.717 
toneladas (FAOSTAT data, 2013, http://faostat.fao.org). 
Estas dos especies se pueden cruzar fácilmente produciendo híbridos 
fértiles algunos de los cuales se usan como portainjertos para el 
melocotonero. Gracias a esta facilidad de hibridación, ha sido posible 
elaborar poblaciones F2 interespecíficas altamente polimórficas, algunas de 
las cuales han sido utilizadas para la construcción de mapas genéticos. El 
primer mapa publicado de estas características fue el de Foolad et al. (1995) 
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usando una población F2. Más adelante se publicó el mapa que se convirtió 
en el de referencia de la comunidad científica de Prunus utilizando la 
población F2 del cruzamiento interespecífico entre el almendro ‟Texas‟ y el 
melocotonero „Earlygold‟ (Joobeur et al., 1998).  
 
1.1.1. Melocotonero 
El melocotonero (P. persica), tiene su centro de origen en China. Entró 
a Europa a través de las rutas clásicas de comercio y posteriormente a 
América con los conquistadores españoles (Hesse, 1975). Tras siglos de 
selección por su productividad y comportamiento bajo diferentes condiciones 
ambientales, en Europa y América se fueron obteniendo poblaciones de 
melocotonero localmente adaptadas (Hesse, 1975; Scorza y Okie, 1990). 
Fue hacia la segunda mitad del siglo XIX cuando se introdujeron variedades 
chinas de frutos grandes y de buena calidad en Estados Unidos, algunas de 
las cuales fueron usadas en los primeros programas de mejora 
norteamericanos. Las variedades resultantes de estos programas de mejora, 
obtenidas con un número pequeño de genotipos que representaban una 
pequeña fracción de la variabilidad genética disponible, tuvieron éxito y 
reemplazaron rápidamente las variedades tradicionales cultivadas (Scorza et 
al., 1985; Warburton y Bliss, 1996). 
Dentro del género Prunus, el melocotonero es la especie con mayor 
importancia económica del mercado. En la anterior década se obtuvieron 
más de 500 nuevas variedades comerciales (Fideghelli et al., 1998). Este 
gran dinamismo en la obtención de nuevos cultivares crea la necesidad de 
buscar métodos más eficientes para la caracterización y selección de las 
mismas, siendo los marcadores moleculares una de las herramientas 
adecuadas para este propósito. 
Al tener un gran peso económico, presentar una fase juvenil 
relativamente corta (2 a 3 años) en comparación con la mayoría de los 
frutales, ser autocompatible y tener un pequeño genoma haploide de 
aproximadamente 290 Mbp (Baird et al., 1994), prácticamente el doble del 
tamaño de genoma de Arabidopsis thaliana (Arumuganathan y Earle, 1991), 
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el melocotonero es un sistema modelo para el análisis genético y genómico 
del género e incluso de la familia.  
El melocotonero es una especie autocompatible a diferencia del resto 
de especies del género. Es preferiblemente autógamo aunque presenta un 
cierto grado de polinización cruzada (Miller et al., 1989). La autogamia 
permite el estudio de poblaciones F2, con las que se pueden estudiar 
caracteres de herencia recesiva. De hecho, el melocotonero ha sido la 
especie frutal en la que más estudios de herencia de genes mayores se han 
hecho (Monet et al., 1996). Las variedades comerciales de melocotonero 
presentan un nivel bajo de variabilidad, en comparación con la de otros 
Prunus (Byrne, 1990), debido a la posibilidad de autofecundarse que ha 
favorecido su erosión genética y también a su origen (en muchas de las 
variedades Europeas y Norteamericanas), a partir de pocos individuos. Su 
poca variabilidad hace que las poblaciones provenientes de cruzamientos 
intraespecíficos usadas habitualmente para el estudio de caracteres 
agronómicos, presenten importantes zonas del genoma en homocigosis, lo 
que hace a menudo imposible elaborar mapas con cobertura completa de 
sus ocho cromosomas. 
 
1.1.2. Almendro 
El almendro (P. dulcis) es la única especie del género en la que el 
producto comercial es la semilla, siendo el fruto una drupa como en todos los 
miembros del género. El almendro es un cultivo muy antiguo cuya 
domesticación se remonta a la edad de bronce en Oriente Medio, entre el 
tercer milenio y la primera mitad del segundo milenio A.C. (Zohary y Hopf, 
1993). En la tumba de Tutankamón, de 1327 A.C., se encontraron las 
primeras almendras bien conservadas (Hepper, 1990). 
El almendro es originario de Asia central (Vavilov, 1930; Kovalyov y 
Kostina, 1935). Existen numerosas especies de almendro silvestre 
representando una gran diversidad morfológica y geográfica extendiéndose 
en el centro y el suroeste de Asia (Komarov et al., 1941, Grassely, 1976, 
Browicz y Zohary, 1996, Ladizinsky, 1999). Algunas especies silvestres 
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fueron también descubiertas en el sureste de Europa, la cuenca 
mediterránea central, el sur de Mongolia y el oeste de China (Browicz y 
Zohary, 1996). A partir de su centro de origen, el cultivo del almendro, llegó 
al principio a la cuenca mediterránea y después se extendió en todas las 
zonas de clima mediterráneo o parecido.  
California, la cuenca mediterránea y Asia son las tres principales 
regiones de producción de almendras. El almendro se introdujo en España 
desde las regiones greco-romanas y de África del Norte (Egea y García, 
1975). Su cultivo está concentrado en el tercio mediterráneo del sureste, 
desde Huelva hasta Lleida (Kester et al., 1990). 
Bajo las presiones de selección que ejercieron el hombre y el clima 
sobre el almendro durante dos mil años, se crearon diversas poblaciones 
geográficas y se obtuvieron genotipos con frutos dulces, de gran calibre 
(Grasselly y Duval, 1997) y con cáscaras fáciles de romper (Browicz y 
Zohary, 1996). 
El almendro presenta una autoincompatibilidad gametofítica, frecuente 
en la familia de las Rosáceas (Fryxell, 1957; Keep, 1968), que exige la 
presencia de al menos dos cultivares intercompatibles y de floración 
simultánea para la producción de frutos. Este hándicap hizo que la mayoría 
de los nuevos programas de mejora se volcaran en la obtención de 
variedades autocompatibles sobre todo después del hallazgo de cultivares 
autocompatibles en la región italiana de Apulia.  
 
1.2. Subgénero Prunophora 
Los cultivos más importantes de este subgénero son: el albaricoquero 
(P. armeniaca), el ciruelo europeo (P. domestica) y el ciruelo japonés (P. 
salicina). El segundo y tercer cultivo más importantes de los frutales de 
hueso, después del melocotonero, son, el ciruelo (incluyendo ambos tipos) 
con una producción mundial de 10.999.162 toneladas y el albaricoquero con 
3.900.828 toneladas en el año 2011 (FAOSTAT data, 2013, 
http://faostat.fao.org). 
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1.2.1. Albaricoquero 
El albaricoquero, es originario del noreste de China, cerca de la 
frontera con Rusia, y no de Armenia como lo indica su nombre científico. 
Aunque Armenia tiene una gran tradición de su cultivo desde tiempos 
remotos, llegó allí a través de la Ruta de la Seda.  
A Europa, el albaricoquero pudo haber llegado por dos vías. Vía Grecia 
y Italia, por los romanos, en el siglo I A.C. procedente de Irán y Armenia 
(Zohary y Hopf, 1993) y más tarde por los árabes, a España, en el siglo VII 
desde oriente Próximo. A partir del siglo XVII, se puede hablar de auténticas 
plantaciones de albaricoquero en el sur de Europa (Faust et al., 1998). 
Turquía es el primer país en producción de albaricoques con 676.138 
toneladas en el 2011. España ocupa el onceavo puesto en la producción 
mundial con una producción estimada en 2011 de 86.880 toneladas 
(FAOSTAT data, 2013 http://faostat.fao.org). 
 
1.2.2. Ciruelo 
Existen varios tipos de ciruelo. Los más importantes que se cultivan 
como frutales son: ciruelo europeo (P. domestica), hexaploide y ciruelo 
japonés (P. salicina), diploide.  
El ciruelo europeo es un árbol procedente del sur de Europa y oeste de 
Asia (Crane y Laurence, 1956). Es una especie que se considera reciente y 
de la que no existe ninguna especie silvestre ancestral. Luther Burbank 
comentó que las montañas del Cáucaso, cerca del mar Caspio, son el lugar 
de origen del ciruelo europeo y de sus ancestros (Malcolm, 2006). 
El ciruelo japonés, aunque su nombre hace referencia al Japón, es 
originario de China, donde se puede encontrar en estado silvestre en las 
provincias de Hubei y Yunnan (Okie y Weinberger, 1996). China es el primer 
productor mundial de ciruelos. En el año 2011 produjo 5.850.000 toneladas, 
la mitad de la producción mundial. España ocupa el octavo lugar con una 
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producción en el 2011 de 230.877 toneladas (FAOSTAT data, 2013, 
http://faostat.fao.org). 
 
1.3. Subgénero Cerasus 
Las dos especies más difundidas de este subgénero son P. avium, de 
frutos dulces y habitualmente de color oscuro, y P. cerasus, el guindo, de 
frutos amargos y muchas veces de color rojo brillante. Las dos especies son 
oriundas de Europa y de Asia occidental. En Europa se produce el cerezo 
desde la península Ibérica hasta Anatolia y también en Gran Bretaña y el sur 
de Escandinavia. En Norteamérica, el cerezo se cultiva sobre todo en el 
oeste y el guindo, en la región de los Grandes Lagos. 
 
1.3.1. Cerezo 
El cerezo tuvo probablemente su origen en las regiones del mar Negro 
y del mar Caspio de Asia menor (Webster, 1996), difundiéndose después 
hacia Europa y Asia, llevado posiblemente al principio por aves migratorias 
(Watkins, 1976). Fue uno de los frutales más apreciados por los griegos y 
con el Imperio Romano se extendió a regiones muy diversas. 
La producción mundial de cerezas del año 2011 fue de 2.241.424 
toneladas. Turquía es el primer país productor de cerezas con una 
producción de 438.550 toneladas. España ocupa el quinto puesto con una 
producción de 101.945 toneladas (FAOSTAT data, 2013, 
http://faostat.fao.org). 
 
2. Marcadores moleculares y su uso en las especies 
del género Prunus 
 
Desde los años 70 comenzaron a desarrollarse diferentes tipos de 
marcadores moleculares que fueron utilizados posteriormente en diferentes 
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aplicaciones a la genética especialmente para la construcción de mapas de 
ligamiento y en estudios de variabilidad y diversidad. Los marcadores son 
particularmente útiles en la mejora de frutales puesto que precisan grandes 
superficies y muchos años para obtener nuevas variedades debido a su 
tamaño y largos períodos intergeneracionales. A continuación se detallan los 
tipos de marcadores más utilizados y algunos de los resultados obtenidos en 
especies de Prunus. 
 
2.1. Isoenzimas 
Los isoenzimas son variantes moleculares de un enzima con pequeñas 
diferencias en su composición de aminoácidos, que resultan en diferencias 
de tamaño o carga en los isoenzimas que permiten identificarlos. Esto se 
hace por medio de la electroforesis en geles de almidón o poliacrilamida y se 
detectan con tinciones específicas para cada sistema enzimático. Estos 
marcadores fueron los primeros en usarse para estudiar la variabilidad 
genética y con ellos se pusieron las bases para su utilización en mejora 
genética. Tanksley y Orton (1983) resumieron el conocimiento existente en 
aquel momento y las aplicaciones más importantes de los isoenzimas para 
las plantas. El uso de este tipo de marcadores, muchos de ellos de excelente 
calidad y comparables entre especies (Gottlieb, 1981) se vio, sin embargo, 
limitado por el pequeño número de sistemas enzimáticos disponibles, que 
resulta en un número bajo, raramente más de veinte, de marcadores 
polimórficos.  
En Prunus los isoenzimas se usaron en los estudios de identificación 
varietal y en la evaluación de la diversidad genética presente en varias 
especies, como en melocotonero (Arulsekar et al., 1986; Durham, 1986; 
Durham et al., 1987; Messeguer et al., 1987; Byrne, 1990), almendro 
(Arulsekar et al., 1986; Hauagge et al., 1987; Cerezo et al., 1989; Byrne, 
1990; Vezvaei et al., 1994; Čolić et al., 2010), ciruleo (Byrne y Littleton, 1988; 
Byrne, 1990) y albaricoquero (Byrne y Littleton, 1989; Byrne, 1990; Battistini 
y Sansavini, 1991; Manganaris et al., 1999). También se usaron en el 
estudio de caracteres de interés como la autoincompatibilidad usando 
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ribonucleasas estilares en cerezo (Boskovic et al., 1998) y almendro 
(Boskovic et al., 1999, Mnejja et al., 2002). Diferentes mapas de ligamiento 
se construyeron sólo con isoenzimas o en combinación con otros 
marcadores de ADN como por ejemplo, en almendro (Arús et al., 1994, 
Viruel et al., 1995), en  melocotonero (Chaparro et al., 1994) y en 
poblaciones interespecíficas como en almendro x melocotonero (Foolad et 
al., 1995; Joobeur et al., 1998), o en cerezo x P. nipponica y cerezo x P. 
incisa (Boskovic y Tobbut, 1998). 
 
2.2. RFLPs 
Los RFLPs (“Restriction Fragment Length Polymorphism”), fueron los 
primeros marcadores basados en la molécula del ADN en ser desarrollados 
(Beckman y Soller, 1983). Aparecieron a principios de la década de los 
ochenta gracias al descubrimiento de las enzimas de restricción y se 
aplicaron inicialmente al estudio del genoma humano (Botstein et al., 1980; 
Wyman y White, 1980).  
La técnica consiste en digerir el ADN con enzimas de restricción. Los 
fragmentos resultantes se separan en gel de agarosa y luego se transfieren 
a membranas de nylon mediante Southern Blot. El polimorfismo de los 
RFLPs, causado por las diferencias en las dianas de restricción, se observa 
generalmente como diferencias en la longitud de los fragmentos hibridados. 
Los RFLPs son marcadores de alta calidad (codominantes y 
transferibles entre especies) que resolvieron el problema del escaso número 
de marcadores obtenidos con los isoenzimas. Sin embargo, los RFLPs 
presentan los inconvenientes de una metodología lenta, compleja y costosa 
(Staub et al., 1996).  
Los RFLPs fueron usados en diferentes aplicaciones de las que 
destacamos los estudios de variabilidad y diversidad genética como los 
realizados en albaricoquero (de Vicente et al., 1998) o en melocotonero 
(Quarta et al., 1998), así como la construcción de mapas de ligamiento, 
como en melocotonero (Dirlewanger et al., 1998; Rajapakse et al., 1995) y 
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en híbridos almendro x melocotonero (Foolad et al., 1995; Joobeur et al., 
1998) o melocotonero x P. ferganensis (Quarta et al., 1998). Los RFLPs 
fueron los marcadores más utilizados hasta la llegada de las técnicas de 
PCR. 
 
2.3. RAPDs 
Los marcadores RAPDs (“Random Amplified Polymorphic DNA”) fueron 
los primeros que se basaron en la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR: “Polymerase Chain Reaction”) (Williams et al., 1990). La técnica de 
los RAPDs se basa en la amplificación de fragmentos de ADN mediante la 
PCR utilizando pequeños cebadores de secuencia aleatoria (generalmente 
de unos 10 nucleótidos) que se hibridan al ADN genómico donde encuentran 
complementariedad. El éxito de la amplificación depende de que la distancia 
entre una pareja de cebadores sea corta (entre 200 y 2.000 pb). Los 
fragmentos amplificados se separan en gel de agarosa y se visualizan 
habitualmente mediante la tinción con bromuro de etidio bajo luz ultravioleta. 
A diferencia de los RFLPs, la técnica de los RAPDs permite la 
detección de muchos marcadores de forma rápida, sencilla y poco costosa, 
aunque los resultados obtenidos con esta técnica son a veces poco 
reproducibles por diversas causas, como el pequeño tamaño de cebadores y 
la baja temperatura de hibridación empleada en la reacción que hace que la 
amplificación sea poco específica. Skroch y Nienhuis, (1995) observaron que 
el 25% de las bandas amplificadas con 50 cebadores de RAPDs no fueron 
estables entre las diferentes repeticiones realizadas. Al detectar la presencia 
o ausencia de cada fragmento amplificado, los RAPDs suelen ser 
dominantes y por consiguiente poco informativos comparados con los 
marcadores codominantes.  
Entre otras aplicaciones, los RAPDs se usaron en diferentes análisis de 
variabilidad e identificación varietal como por ejemplo en albaricoquero 
(Gogorcena y Parfitt, 1994; Mariniello et al., 2002; Yilmaz et al., 2012), 
melocotonero (Warburton y Bliss, 1996; Badenes et al., 1998; Quarta et al., 
2000; Cheng, 2007), almendro (Bartolozzi et al., 1998; Resta et al., 1998; 
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Woolley et al., 2000; Martins et al., 2001; Martins et al., 2003; MirAli y 
Nabulsi, 2003; Shiran et al., 2007), ciruelo (Shimada et al., 1999; Qiao et al., 
2007) y en diferentes patrones de Prunus (Casas et al., 1999). También se 
emplearon para la construcción de mapas genéticos en melocotonero 
(Chaparro et al., 1994; Rajapakse et al., 1995; Dirlewanger et al., 1998), 
cerezo (Stockinger et al., 1996), almendro (Joobeur et al., 2000; Tavassolian 
et al., 2010) y en el cruzamiento interespecífico de melocotonero x P. 
davidiana (Dirlewanger et al., 1996). Recientemente, los RAPDs fueron 
utilizados para estudiar las relaciones genéticas entre varias especies del 
subgénero Cerasus (Zanami et al., 2012), 
 
2.4. AFLPs 
Vos et al. (1995) desarrollaron la técnica de los marcadores AFLPs 
(“Amplified Fragment Length Polymorphism”) combinando la digestión del 
ADN, usada con los RFLPs, y su amplificación usando la PCR. Los 
fragmentos obtenidos tras la digestión del ADN genómico con dos enzimas 
de restricción, se ligan a dos adaptadores específicos a cada uno de los 
enzimas. Mediante cebadores complementarios a los adaptadores se 
amplifican los fragmentos digeridos con la PCR. Para reducir el número de 
fragmentos obtenidos se procede a una segunda amplificación selectiva 
añadiendo uno o dos nucleótidos a los cebadores anteriores. Los fragmentos 
obtenidos se separan según su tamaño en gel de acrilamida en condiciones 
desnaturalizantes. Debido al elevado número de fragmentos amplificados, 
los AFLPs permiten detectar una gran cantidad de marcadores polimórficos y 
más reproducibles que los RAPDs (Jones et al., 1997), sin embargo, su 
limitación principal es que son marcadores dominantes. 
En Prunus, los AFLPs se usaron en diferentes estudios de variabilidad 
genética y de identificación de cultivares, como en melocotonero (Augusto et 
al., 1999; Manubens et al., 1999; Aranzana et al., 2003b), almendro (Martins 
et al., 2001; Sorkheh et al., 2007), diferentes especies de ciruelo (Valmor et 
al., 2002), varias especies de Prunus (Aradhya et al., 2004) o en 
albaricoquero japonés (P. mume) (Fang et al., 2005; 2006; Li et al., 2012). 
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También se emplearon en la construcción de mapas como en melocotonero 
(Dirlewanger et al., 1998; Lu et al., 1998) y albaricoquero (Vilanova et al., 
2003) y en cruzamientos interespecíficos como el retrocruzamiento (P. 
persica x·P. ferganensis)·x P. persica (Verde et al., 2005). 
 
2.5. SSRs 
Los microsatélites, SSRs (“Simple Sequence Repeats”) o STRs (“Short 
Tandem Repeats”) son iteraciones en tándem de motivos de 1 a 6 
nucleótidos distribuidos en todo el genoma. Fueron descritos por primera vez 
por Hamada et al. (1982), y se encuentran en todos los organismos a unas 
frecuencias mucho más altas de las esperadas en base a sus 
combinaciones nucleotídicas (Tautz y Renz, 1984; Epplen et al., 1993). Al 
estar basados en su amplificación por PCR con cebadores específicos de las 
secuencias flanqueantes del microsatélite, los SSRs amplifican 
habitualmente un solo locus, que frecuentemente presenta un alto nivel de 
polimorfismo y un modo de herencia codominante, por lo que estos 
marcadores son una excelente herramienta para los estudios genéticos 
(Rakoczy y Bolibok, 2004) y aplicaciones a la mejora que superan 
ampliamente a otros marcadores como los RAPDs y AFLPs. Puesto que son 
los marcadores en los que se ha basado este trabajo, sus características y 
aplicaciones en el género Prunus se estudian en mayor detalle más 
adelante. 
 
2.6. SNPs 
Gracias a la progresiva mejora de las técnicas de secuenciación y su 
abaratamiento, cada vez adquieren más importancia los marcadores 
basados en substituciones de una sola base de la molécula de ADN, 
llamados SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms). En teoría, se pueden 
encontrar cuatro alelos por cada SNP correspondientes a los cuatro 
nucleótidos posibles, pero en la práctica, los SNPs son mayoritariamente 
bialélicos. Los SNPs se consideran mutaciones puntuales que han sido lo 
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suficientemente exitosas evolutivamente para encontrarse en una parte de 
los individuos de una especie (Stoneking, 2001). Para que una sustitución se 
considere un SNP, el alelo menos frecuente tiene que presentar una 
frecuencia superior al 1%. Los SNPs son muy frecuentes en el genoma. En 
efecto, forman hasta el 78% de todas las variaciones genómicas (Levy et al., 
2007) y se encuentran cada 1.250 bases de promedio a lo largo del genoma 
humano (Venter et al., 2001). En manzano, los SNPs se encuentran cada 
706 bp de ADN codificante (Newcomb et al., 2006) y en melocotonero cada 
1.850 bp de ADN codificante y cada 598 pb de ADN total (Aranzana et al. 
2012). 
Recientemente, se han desarrollado muchos métodos de genotipado de 
los SNPs que presentan diferencias en sus dos fases: 1) la técnica molecular 
para generar los alelos y 2) la técnica de separación y detección para revelar 
el polimorfismo. La elección de un método u otro depende según los 
objetivos del estudio y los recursos de cada laboratorio (Vignal et al., 2002).  
Con los últimos avances tecnológicos en secuenciación y detección de 
polimorfismo de los SNPs, su utilización es cada vez más barata, aunque un 
SSR resulta más informativo por su carácter multialélico en comparación con 
el carácter bialélico de un SNP. Según el reciente trabajo de Fernandez i 
Marti et al. (2012), en una comparación entre los marcadores SSRs y SNPs 
usados en cerezo, los SNPs resultaron ser mejores para la diferenciación de 
mutantes y para el estudio de parentesco. En Prunus, cada vez hay más 
trabajos que usan los SNPs como marcadores moleculares. En el estudio de 
variabilidad del albaricoquero japonés (P. mume) realizado por Fang et al. 
(2006), se usaron además de los AFLPs, 103 SNPs, de los cuales 73 fueron 
heterozigóticos en los loci de 50 cultivares. En un estudio más reciente, Li et 
al. (2010) usaron 92 SNPs en un estudio de variabilidad en la misma especie 
con 68 cultivares. Wu et al. (2008) detectaron 100 SNPs en almendro que 
validaron en 25 cultivares. En el estudio de la diversidad genética del cerezo, 
Fernandez i Marti et al. (2012) usaron además de 7 marcadores SSRs, 40 
marcadores SNPs en un set de 114 cultivares y Aranzana et al. (2012) 
estudiaron la variabilidad de 23 fragmentos de ADN distribuidos por todo el 
genoma en 47 cultivares de melocotonero, detectando un bajo nivel de 
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variabilidad de SNPs en comparación con otras especies. También en 
almendro los SNPs fueron utilizados en el mapeo de esta especie (Wu et al., 
2009; 2010; Tavassolian et al., 2010). Los SNPs se usaron también como 
marcadores de anclaje en el estudio de sintenia realizado entre los dos 
mapas de Prunus y Fragaria por Vilanova et al. (2008). Recientemente las 
tecnologías de secuenciación masiva de nueva generación (NGS) han 
permitido identificar grandes cantidades de estos marcadores en 
melocotonero (Ahmad et al., 2011; Verde et al., 2012) lo que ha facilitado la 
crecación de un chip Infinium de Illumina que permite el análisis simultáneo 
de más de 8.000 SNPs (Verde et al., 2012) que ha sido usado ya para 
estudios genéticos en varias poblaciones de melocotonero (Eduardo et al., 
2013, o melocotonero x almendro (Donoso, 2014). 
 
3. Marcadores basados en microsatélites 
 
Los microsatélites se encuentran de forma ubicua en el genoma de los 
Procariotas (Gur-Arie et al., 2000) y Eucariotas (Morgante et al., 2002) y en 
regiones tanto codificantes como no codificantes (Jung et al., 2005). El 
número de repeticiones en cada locus cambia por mutación y las mutaciones 
son más frecuentes cuando hay un número elevado de unidades repetidas 
en tándem (Wierdl et al., 1997).  
A continuación se explicaran algunas de las estrategias para el 
desarrollo de este tipo de marcadores y algunos conceptos generales sobre 
su funcionamiento y las características que los hacen útiles para diferentes 
aplicaciones. 
 
3.1. Estrategias de desarrollo de los microsatélites 
Existen dos estrategias para desarrollar marcadores microsatélite: de 
novo, construyendo genotecas genómicas o in silico, buscando en las 
diferentes bases de datos. La construcción de genotecas genómicas y la 
posterior búsqueda de microsatélites en los fragmentos resultantes es una 
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técnica poco eficiente. La frecuencia de clones que llevan dentro un 
microsatélite, en genotecas es baja: tan sólo 10% en el caso del centeno 
(Saal y Wricke, 1999) y de menos de 2% en caso del trigo (Röder et al., 
1995). Esta estrategia se utiliza en especies para las que existe muy poca o 
ninguna información de secuencia y el objetivo es encontrar un número 
relativamente bajo de microsatélites para iniciar los estudios genéticos (Zane 
et al., 2002). Para mejorar la eficiencia se desarrollaron diferentes técnicas 
de enriquecimiento, especialmente en plantas (Zane et al., 2002). El método 
más habitual de enriquecimiento es el de la hibridación selectiva usando 
sondas de varias repeticiones del motivo en cuestión. Estas sondas pueden 
estar pegadas a membranas de nylon o biotiniladas en su extremo 5‟ para su 
posterior captura con bolas magnéticas revestidas de estreptavidina. Este 
método de enriquecimiento fue usado por diferentes autores en plantas con 
pequeñas modificaciones (Kijas et al., 1994; Prochazka, 1996; Fischer y 
Bachmann, 1998; Sosinski et al., 2000; Aranzana et al., 2001). La eficiencia 
obtenida en todos casos fue mucho más alta que si se hubiera hecho sin 
enriquecimiento. Como ejemplo, en las genotecas enriquecidas GA/CT y 
AC/TG de albaricoquero, respectivamente el 90% y 75% de los clones 
llevaban microsatélites (Hagen et al., 2004). En la genoteca enriquecida 
GA/CT de melocotonero, el 60,7% de los clones fueron positivos (Aranzana 
et al., 2002). 
La otra estrategia para desarrollar microsatélites consiste en buscar 
ESTs (“Expressed Sequence Tags”), depositadas en las bases de datos 
como EMBL o GenBank, que los contengan. Esta estrategia tiene la ventaja 
de ser más rápida y menos costosa. Asimismo, las secuencias encontradas 
de esta manera, corresponden a genes expresados, por lo que su 
variabilidad tiene mayor valor funcional que los marcadores basados en 
secuencias de zonas genómicas no codificantes. Además, el posterior 
mapeo genético o físico de estos marcadores puede identificar posibles 
genes candidatos para caracteres de interés (Jung et al., 2005). El 
inconveniente de este método es la pérdida del polimorfismo presente en 
regiones no codificantes del genoma. Además, está limitado a los cultivos de 
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los que se dispone de mucha información sobre secuencias de ESTs en las 
bases de datos. 
Cho et al. (2000), encontraron que los microsatélites derivados de 
genotecas genómicas detectan un nivel de polimorfismo más alto (83,8% de 
promedio) que los derivados de ESTs (54,0% de promedio). También fueron 
más altos otros parámetros de variabilidad estudiados como el número de 
alelos por locus y el rango de tamaño de los alelos. Aunque los SSRs 
derivados de ESTs son generalmente menos polimórficos, destacan por ser 
más transferibles a otras especies relacionadas cuando están en zonas 
codificantes (Cordeiro et al., 2001). Los microsatélites en las regiones no 
traducidas 5‟ o 3‟ UTR en los ESTs pueden ser marcadores más útiles ya 
que están ligados a los genes y son más polimórficos que los presentes en 
los exones (Jung et al., 2005). 
Con el abaratamiento de la secuenciación del ADN es ahora más 
asequible obtener una gran cantidad de secuencias y ensamblarlas para 
poder identificar marcadores de interés, ya sean estos SSRs, SNPs u otros 
marcadores. Esta misma circunstrancia hace que para muchas especies 
esté ya disponible la secuencia del genoma entero, lo que permite también 
localizar la gran mayoría de las secuencias microsatélite junto con sus 
secuencias flanqueantes, por lo que es posible con relativamente poco 
esfuerzo disponer de marcadores en cualquier parte del genoma. 
Afortunadamente la secuencia del genoma del melocotonero está publicada 
(Verde et al., 2013) y accesible libremente en la base de datos de las 
Rosáceas (http://www.rosaceae.org/). Esta secuencia, basada en un 
dihaploide de la variedad „Lovell‟, es de alta calidad al haber sido construida 
con secuencias largas (Sanger), y supone una gran y profunda mejora para 
la búsqueda de marcadores, el análisis de la variabilidad a nivel de genoma 
entero y en general para el avance de la genética de esta especie y otras del 
género Prunus. En la página web del genoma del melocotonero IGA, 
(http://services.appliedgenomics.org/projects/drupomics/gbrowse/) se puede 
consultar el listado de todos los microsatélites encontrados en el genoma 
ensamblado usando el programa Sputnik, unos 32.000 microsatélites. 
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Un buen ejemplo que ilustra esta creciente facilidad de búsqueda de 
marcadores basándose en la secuenciación, es el reciente trabajo de Dong 
et al. (2014) en el que utilizando la técnica de pirosecuenciación del 
albaricoquero siberiano (P. sibirica L.), pudieron identificar 7.304 secuencias 
tipo microsatélite.  
3.2. Distribución y frecuencia de los microsatélites 
Los microsatélites se encuentran a lo largo de todo el genoma. El tipo, 
distribución y frecuencia de estos últimos difiere según cada organismo. En 
el genoma humano (International Human Genome Sequencing Consortium, 
2001) concluyó que el 3% del genoma son microsatélites, más de un millón 
de loci en total. Este número incluye una gran proporción de microsatélites 
interrumpidos o imperfectos, muchos de los cuales son probablemente 
monomórficos. Las repeticiones dinucleotídicas son las más abundantes, 
seguidas de las repeticiones mono y tetranucleotídicas. Las trinucleotídicas 
son las menos comunes en el genoma humano. De las dinucleotídicas, la 
repetición (CA)n es la más frecuente, seguida de las repeticiones (AT)n y 
(GA)n, mientras que la repetición (GC)n es la más rara (Ellegren, 2004).  
El genoma del ratón es mucho más rico en secuencias microsatélite, de 
dos a tres veces más que en el genoma humano (Mouse Genome 
Sequencing Consortium, 2002). La frecuencia de los microsatélites difiere 
entre especies relativamente cercanas, esto parece ser un fenómeno 
general (Ellegren, 2004). Efectivamente, estas diferencias ocurren incluso 
entre especies cercanas como humanos y chimpancés (Webster et al., 
2002), y dentro del mismo género Drosophila (Pascual et al., 2000; 
Schlötterer y Harr, 2000).  
Muchos autores consideraron que los SSRs son secuencias de 
selección neutral y de distribución aleatoria a lo largo del genoma 
(Schlötterer y Wiehe, 1999; Schlötterer, 2000). Sin embargo, Bachtrog et al. 
(1999), ponen de manifiesto la existencia de variación regional en la 
frecuencia de los microsatélites. En efecto, en el genoma humano y del 
ratón, la densidad de los microsatélites es casi el doble en los extremos de 
los cromosomas. Marcotte et al. (1999) encontraron que el 14% de las 
                                                                                                                          INTRODUCCIÓN GENERAL 
 
 
25 
 
regiones codificantes contienen secuencias repetidas, con una frecuencia 
tres veces mayor en eucariotas que en procariotas. No obstante, el número 
de repeticiones y el tamaño total de los microsatélites en las regiones 
transcritas es relativamente pequeño (Kantety et al., 2002; Thiel et al., 2003). 
En Eucariotas, la densidad de los microsatélites tiende a estar 
correlacionada positivamente con el tamaño del genoma (Hancock, 1996; 
Katti et al., 2001). Sin embargo, en plantas, se ha demostrado que la 
frecuencia de los microsatélites está negativamente correlacionada con el 
tamaño del genoma, explicado por el hecho de que los microsatélites están 
infra-representados en las partes repetitivas del genoma que están 
involucradas en la expansión del genoma (Morgante et al., 2002). 
La frecuencia de los microsatélites en los ESTs es de 3 % en 
Arabidopsis (Cardle et al., 2000), 3,2% en gramíneas (Kantety et al., 2002), 
2,9% en caña de azúcar (Cordeiro et al., 2001) y 4% en las Rosáceas 
después de haber eliminado las secuencias redundantes (Jung et al., 2005). 
Morgante et al. (2002) afirman que la frecuencia de los microsatélites es más 
alta en las regiones transcritas y especialmente en las partes no traducidas 
de éstas que en el ADN genómico. Scotti et al. (2000), encontraron que la 
frecuencia de los microsatélites formados por dinucleótidos es 20 veces más 
baja en las secuencias expresadas que en secuencias genómicas cogidas al 
azar en abeto (Picea abies). 
En plantas, la composición de los microsatélites dinucleotídicos difiere 
entre las secuencias genómicas y transcritas, las repeticiones (AT)n parecen 
ser típicas de las regiones no transcritas, sin embargo en ESTs, las 
repeticiones (AG)n son las más frecuentes seguidas de las repeticiones (AT)n 
(Morgante et al., 2002). La repetición (AC)n es poco frecuente en el genoma 
de las plantas contrariamente a los mamíferos donde es la más frecuente; la 
repetición (CG)n es en ambos casos la más rara (Morgante et al., 2002). La 
repetición (TAT)n prevalece dentro de los trinucleótidos, aunque algunos 
tipos de microsatélites parecen ser específicos o más frecuentes en algunos 
grupos de plantas como en los cereales, donde la repetición (CGG)n es la 
más abundante dentro de las trinucleotídicas, con un 32% en trigo, 49% en 
sorgo (Thiel et al., 2003; Varshney et al., 2002) y 50% en arroz (Morgante et 
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al., 2002), contrariamente al genoma de Arabidopsis donde esta repetición 
es la menos frecuente (Jung et al., 2005). En monocotiledóneas, el motivo 
AAT es el más raro (<1%) (Cordeiro et al., 2001). 
En las Rosáceas, las repeticiones dinucleotídicas son las más 
abundantes en las colecciones de ESTs estudiadas por Jung et al. (2005), 
representando el 51% en almendro y el 59% en melocotonero y en Rosa del 
total de microsatélites, seguidos de las repeticiones trinucleotídicas en los 
tres casos (entre 35% y 43%). Las repeticiones tetra y pentanucleotídicas 
corresponden a menos del 5%. En un reciente trabajo de secuenciación de 
la especie P. virginiana L., Wang et al. (2012) confirmaron que las 
repeticiones dinucleotídicas son las más abondantes representando el 
85,9% del total de microsatélites, seguidas por las trinucleotídicas (12,89%). 
Las repeticiones tetra y pentanucleotídicas sólo representan el 0,84% y 
0,42%, respectivamente del total de microsatélites. En general en las 
Rosáceas, la repetición dinucleotídica más frecuente es (AG)n (Jung et al., 
2005), lo que confirma las observaciones de Sosinski et al. (2000) que 
estimaron un promedio de un microsatélite con esta repetición cada 100 kb 
en el genoma del melocotonero, mientras que la repetición menos frecuente 
es (CG)n. En un estudio sobre ESTs de manzano, Newcomb et al. (2006), 
confirmaron los resultados anteriores y encontraron que el 88,3 % del total 
de las repeticiones dinucleótidas fueron del motivo (AG)n, mientras que las 
repeticiones del motivo (CG)n sólo representaban el 0,1%. Similares 
conclusiones se obtuvieron en P. virginiana, donde la repeticion más 
frecuente es la dinucleotídica (AG)n, representando el 46,1% del total de 
microsatélites, seguida de la repetición (AT)n (22,5%), de la (AC)n (14,44%) y 
de la (CG)n (2,91%). El resto de las repeticiones no representan más del 2% 
cada motivo (Wang et al., 2012). En la reciente secuenciación del genoma 
de P. mume por shotgun, Sun et al. (2013), confirman que la repetición 
dinucleotídica más frecuente es la (AG)n, mientras que la (CG)n se revela la 
menos frecuente. Los motivos trinucleotídicos más abundantes difieren 
dependiendo de la especie; AAG en Rosa y manzano, AGC en almendro y 
ATG en melocotonero (Jung et al., 2005; Newcomb et al., 2006). La 
densidad de los SSRs es de dos a cuatro veces más grande en las regiones 
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no traducidas (UTRs) que en las regiones codificantes (Jung et al., 2005). En 
efecto, la estimación de la distancia media entre microsatélites en las 
regiones UTR es de 5,5 kb en Rosa, 5,1 kb en almendro, 7 kb en 
melocotonero y 13 kb en Arabidopsis. En cambio, el promedio de esta 
distancia en regiones codificantes es de 12,8 kb en Rosa, 20,3 kb en 
almendro, 24,4 kb en melocotonero y 25,6 kb en Arabidopsis (Jung et al., 
2005). Las repeticiones más frecuentes en las regiones UTR son las 
dinucleotídicas, con un 84% en almendro y un 74% en melocotonero del total 
de microsatélites presentes en estas regiones. En cambio, en las regiones 
codificantes, las repeticiones trinucleotídicas son las más abundantes y 
representan un 86% en almendro y un 55% en melocotonero del total de 
microsatélites que allí se encuentran (Jung et al., 2005). 
 
3.3. Mecanismos de mutación y evolución de los 
microsatélites 
Los microsatélites presentan un alto nivel de mutabilidad (entre 10-2 y 
10-6 mutaciones por locus y generación, con un promedio de 5 x 10-4) 
(Schlötterer, 2000), lo que les confiere un alto nivel de polimorfismo que los 
hace particularmente útiles para los estudios genéticos. Esta elevada 
mutabilidad se explica por diferentes mecanismos incluyendo errores 
durante los procesos de recombinación, replicación y reparación (Strand et 
al., 1993).  
Dos mecanismos (el deslizamiento de la polimerasa del ADN y la 
recombinación no recíproca) fueron propuestos inicialmente para explicar la 
generación y evolución de los microsatélites. El primero de ellos y el más 
generalmente aceptado se basa en que durante la replicación de un 
microsatélite, el mecanismo de deslizamiento de cadena durante la 
replicación (“replication slippage”) puede dar lugar a cadenas con 
inserciones o deleciones de una o varias repeticiones. Esto se debe a la 
formación de un bucle en la hebra inicial (formación de un nuevo alelo con 
menos repeticiones) o la naciente (formación de alelo con más repeticiones). 
Si el mecanismo de reparación de errores de emparejamiento entre las 
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bases (MMR “MisMatch Repair”) no consigue corregir estos errores, pueden 
generarse nuevos alelos del mismo locus de microsatélite con más o menos 
repeticiones (Levinson y Gutman, 1987; Strand et al., 1993). El segundo 
mecanismo se basa en la recombinación no recíproca, llamada también 
recombinación desigual “unequal crossing over”, en la que se producen 
intercambios desiguales de fragmentos entre las hebras de ADN durante la 
recombinación, en este caso secuencias de microsatélites (Hancock, 1999; 
Jakupciak y Wells, 2000; Richard y Paques, 2000). Sin embargo, podrían 
existir otros mecanismos además de los dos mencionados anteriormente 
como proponen otros autores (Schlötterer, 2000; Beck et al., 2003; Ellegren, 
2004).  
Varios estudios sugieren la existencia de mecanismos que regularían el 
tamaño de los microsatélites que sería la resultante del efecto de dos 
fuerzas opuestas: el mecanismo de “replication slippage”, que tiende a 
favorecer el alargamiento, y las mutaciones puntuales, que rompen las 
largas repeticiones y acortan el tamaño del microsatélite (Kruglyak et al, 
1998; Santibáñez-Koref et al, 2001; Ellegren, 2002). 
La tasa de mutación de los microsatélites está positivamente 
correlacionada con su tamaño (Brinkmann et al., 1998; Pupko y Graur, 1999, 
Primmer et al., 1998; Harr y Schlötterer, 2000; Brohede et al., 2002). Durante 
la replicación, los microsatélites largos dificultan el buen funcionamiento de 
la polimerasa más que los cortos, lo que hace que los alelos largos tengan 
mayor propensión a la mutación. Además, un gran número de repeticiones 
proporciona más oportunidades para los errores de apareamiento de bases 
durante el emparejamiento con la hebra naciente (Eisen, 1999). Sin 
embargo, las mutaciones puntuales en microsatélites largos pueden romper 
las repeticiones perfectas y reducir así su tasa de mutación (Taylor et al., 
1999). Además del número de repeticiones, la mutabilidad de un 
microsatélite parece también depender del motivo de la repetición 
(Schlötterer y Tautz, 1992; Chakraborty et al., 1997; Pupko y Graur, 1999; 
Bachtrog et al., 2000) y de sus secuencias flanqueantes (Glenn et al., 1996, 
Bachtrog et al., 2000). La tasa de mutación de los microsatélites puede 
también incrementarse por elementos externos como la irradiación 
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(Kovalchuk et al., 2003) o la inflamación de tejidos en humanos (Faber et al., 
2006). 
En cuanto a la génesis de los microsatélites, diferentes investigaciones 
(Messier et al., 1996; Rose y Falush, 1998; Harr et al., 2000) postulan que 
pequeñas secuencias repetitivas de dos a tres repeticiones serían el punto 
de partida (proto-microsatélite) de las subsecuentes expansiones de los 
microsatélites. Estas secuencias repetitivas primarias pueden proceder de 
simples sustituciones de bases o de inserciones (Ellegren, 2004). 
En los estudios de diversidad poblacional usando microsatélites y 
especialmente para calcular las distancias genéticas entre individuos que 
dependen de la frecuencia de los alelos de cada locus, se han elaborado 
diferentes modelos de los cuales dos han sido los más usados. El más 
tradicional es el modelo de infinitos alelos (IAM “Infinite Allele Model”), según 
el cual cada evento de mutación crearía un nuevo alelo independiente del 
tamaño del alelo inicial (Selkoe y Toonen, 2006). El segundo modelo, más 
específico de los microsatélites, es el modelo SMM (“Stepwise Mutational 
Model”), que propone la adición o sustracción de una repetición a un ritmo 
constante, imitando el proceso de errores durante la replicación de ADN 
(“replication slippage”) causante de las mutaciones. Aunque puedan haber 
mutaciones que no sigan este modelo (Richard y Paques, 2000), el 
consenso actual considera que el SMM sería la fuerza dominante para crear 
nuevos alelos en los organismos estudiados hasta el momento (Eisen, 1999; 
Ellegren, 2004). Otros modelos más complejos y realistas de mutación han 
sido desarrollados tomando como base el SMM y que se ofrecen en 
diferentes paquetes estadísticos (Piry et al., 1999; Van Oosterhout et al., 
2004).  
 
3.4. Funciones de los microsatélites 
Los microsatélites pueden tener un efecto neutral en el genoma o tener 
algún papel en aspectos funcionales. Su distribución no aleatoria confirmada 
por muchos trabajos (ver 3.2.) es un signo de su funcionalidad. Los 
microsatélites pueden tener efecto sobre la organización de la cromatina, 
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regulación de la actividad de diferentes genes, la recombinación y la 
replicación del ADN o el ciclo celular entre otras funciones (Li et al., 2002).  
En las regiones codificantes, los diferentes alelos de los microsatélites 
pueden dar lugar a nuevos fenotipos. En efecto, en humanos muchas 
enfermedades neurológicas (Cummings y Zoghbi, 2000a; 2000b; Zhogbi y 
Orr, 2000) y cancerígenas (Zienoddiny et al., 1999; Redston, 2001; Yamada 
et al., 2002; Vassileva et al., 2002) son el resultado de la variación de los 
microsatélites en las regiones codificantes. Muchos tumores son causados 
por la inactivación de los diferentes genes MMR responsables de la 
corrección de los errores de la polimerasa. Esta inactivación está causada 
esencialmente por la mutación en las repeticiones mononucleotídicas (A)n 
presentes en los exones de los dos genes MMR (Duval y Hamelin, 2002). En 
los organismos procariotas, la variación de los microsatélites en regiones 
codificantes puede afectar la expresión de genes y la virulencia de estos 
patógenos (Hood et al., 1996; Van Belkum et al., 1998). Los microsatélites 
en las regiones 5-‟ o 3‟-UTRs y en los intrones pueden también regular la 
expresión de los genes (Kashi et al., 1997; Li et al., 2002; Trifonov, 2003) y 
llegar hasta hacerles perder su función (Saveliev et al., 2003). 
Varios autores sugieren que las repeticiones dinucleotídicas pueden 
actuar como puntos calientes (hot spot) de recombinación (Treco y Arnheim, 
1986; Wahls et al., 1990; Bailey et al., 1998). Las repeticiones 
dinucleotídicas forman unos sitios preferenciales para los eventos de 
recombinación por su alta afinidad a los enzimas de recombinación (Biet et 
al., 1999). 
 
3.5 Transferibilidad de los microsatélites entre diferentes 
especies 
La alta conservación de las regiones flanqueantes a los microsatélites 
fue reportada en los cetáceos (Schlötterer et al, 1991), tortugas marinas 
(FitzSimmons et al., 1995) y peces (Rico et al., 1996), permitiendo su 
transferibilidad entre especies que divergieron hace más de 470 millones de 
años (Rico et al., 1996).  
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La transferibilidad de los marcadores microsatélite facilita el trabajo en 
especies no modelo, que no tengan secuencias publicadas en las bases de 
datos y con especies que presentan bajas frecuencias de microsatélites en 
su genoma como es el caso de las aves (Primmer et al., 1997), ahorrando la 
tarea de desarrollarlos de novo. Otro importante elemento de los 
microsatélites transferibles es que una vez conocida su posición en el 
genoma de una especie, puede predecirse la misma en el genoma de otra 
próxima. Esto puede ser útil para una mejor selección de los microsatélites 
que cubren bien el genoma con objetivos de estudios de variabilidad, 
desequilibrio de ligamiento o construcción de mapas genéticos. Por otra 
parte, el uso de los mismos juegos de microsatélites para el estudio de la 
variabilidad entre diferentes especies puede ser útil para el análisis 
comparativo de dicha variación genética. 
En plantas, varios trabajos confirman la transferibilidad de los 
microsatélites entre especies del mismo género como en Quercus (Isagi y 
Suhandono, 1997), Prunus (Cipriani et al., 1999), Brassica (Lowe et al., 
2002), Olea (Rallo et al., 2003), Pinus (Chagne et al., 2004), Coffea (Poncet 
et al., 2004), Geum (Arens et al., 2004), Ficus (Giraldo et al., 2005), Oryza 
(Gao et al., 2005), Corylus (Boccacci et al., 2005), Fragaria (Davis et al., 
2006; Sargent et al., 2007), Gossypium (Guo et al., 2006), Arachis (Bravo et 
al., 2006) y Theobroma (Alves et al., 2006) e incluso entre diferentes 
géneros de la misma familia como en Meliaceae (White y Powell, 1997), 
Fagaceae (Isagi y Suhandono, 1997), Euphorbiaceae (Roa et al., 2000), 
Myrtaceae (Zucchi et al., 2002), Oleaceae (De La Rosa et al., 2002), 
Fabaceae (Peakall et al., 1998; Gutierrez et al., 2005) y Poaceae 
(Guyomarc'h et al., 2002; Kuleung et al., 2004; Adonina et al., 2005; Zhang 
et al., 2005; Saha et al., 2006; Tang et al., 2006). 
El éxito de la transferibilidad decae proporcionalmente a la distancia 
genética o divergencia entre la especie origen del microsatélite y la especie 
estudiada (Primmer et al., 1996; Primmer y Merilä, 2000; Wright et al., 2004). 
Al transferir los SSRs a otras especies, estos suelen perder variabilidad 
alélica (polimorfismo) en comparación con la especie origen (Ellegren et al., 
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1995; Primmer et al., 1996; Ellegren et al., 1997; Neff y Gross, 2001; Wright 
et al., 2004). 
 
3.6. Aplicaciones de los microsatélites 
Desde su primera descripción por Hamada et al. (1982), los 
microsatélites empezaron a utilizarse en diversos tipos de estudios. En 
plantas, los microsatélites fueron usados ampliamente en la construcción de 
mapas genéticos, estudios de variabilidad y diversidad, análisis filogenéticos, 
diseño de estrategias de conservación y evaluación de pureza híbrida, entre 
otras aplicaciones (Chen et al., 1997; Röder et al., 1998). 
Los SSRs son especialmente atractivos, por ser codominantes y 
altamente polimórficos, en el caso de especies con poca variabilidad 
genética y con alto nivel de endogamia como las autógamas, como es el 
caso del melocotonero (Aranzana et al., 2002), del trigo (Röder et al., 1995) 
y de la cebada (Becker y Heun, 1995), y en poblaciones recientemente 
derivadas o geográficamente cercanas (Rakoczy-Trojanowska y Bolibok, 
2004). 
El conocimiento de la variabilidad genética y su distribución en las 
diferentes poblaciones de plantas, hace posible una mejor implementación 
de estrategias de conservación del germoplasma porque los microsatélites 
ofrecen una inestimable información sobre la estructura poblacional, el 
análisis de paternidad y permiten estimar del efecto de aspectos de la 
historia reciente de especies o poblaciones, como la selección y la deriva 
genética en la variabilidad (Oliveira et al., 2006). 
Al ser codominantes y presentar la posibilidad de detectar muchos 
alelos por marcador, los SSRs se convierten en una herramienta ideal para 
la identificación individual (“fingerprinting”) (Rongwen et al., 1995), los 
estudios de paternidad y de pedigrí en general, y el estudio de diversidad 
genética. En efecto, en el estudio publicado por Ashkenazi et al. (2001), dos 
microsatélites fueron suficientes para distinguir entre 12 cultivares de patata. 
En melocotonero, tres microsatélites fueron suficientes para diferenciar a 24 
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de los 25 cultivares estudiados (Aranzana et al., 2002). Los microsatélites se 
han usado también en los estudios forenses, de ADN antiguo, genética de 
poblaciones y conservación de recursos biológicos (Jarne y Lagoda, 1996; 
Martín et al., 2011). 
Los SSRs han sido especialmente utilizados en la construcción de 
mapas genéticos entre otros motivos porque su abundancia, elevado 
polimorfismo, codominancia y alta reproducibilidad permiten identificar 
juegos de SSRs que pueden ser usados en la construcción de mapas en 
diferentes descendencias de la misma especie, y a menudo de especies 
próximas, cuyos resultados son comparables entre sí. La cosegregación de 
algunos genes mayores o QTLs de interés con SSRs en poblaciones 
segregantes permite identificar sus posiciones en el genoma y usarlos 
posteriormente en la selección asistida con marcadores (MAS “Marker 
Assisted Selection”). Además, los microsatélites desarrollados a partir de 
ESTs pueden ser muy útiles para el mapeo de genes con funciones 
putativas (Jung et al., 2005). Juegos de microsatélites seleccionados han 
sido también usados para el análisis de la conservación del desequilibrio de 
ligamiento en varias especies (Ohashi y Tokunaga, 2003, Aranzana et al., 
2010). 
 
4. Microsatélites en las Rosáceas 
 
4.1. Microsatélites en Prunus 
 
4.1.1. Microsatélites disponibles 
En la página web de la base de datos de las Rosáceas (GDR;  
http://www.rosaceae.org/bio/content/?title=&url=/cgi-bin/gdr/gdr_marker_search.cgi), se 
describen un total de 457 microsatélites desarrollados de diferentes especies 
de Prunus: 220 de P. persica, 136 de P. dulcis, 45 de P. armeniaca, 35 de P. 
salicina, 18 de P. avium y 3 de P. cerasus. 
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A continuación, se presenta la cronología de los avances realizados en 
el desarrollo de los microsatélites en Prunus (Tabla 1), resaltando los 
trabajos pioneros en cada especie. 
Cipriani et al. (1999), fueron los primeros en desarrollar 17 
microsatélites usando dos genotecas genómicas de melocotonero 
enriquecidas con los motivos AC y AG. En el año siguiente, Sosinski et al. 
(2000), desarrollaron microsatélites tanto genómicos (5 SSRs) como de 
ESTs (5 SSRs). Desde entonces, se sucedieron los trabajos de desarrollo de 
microsatélites usando ambas estrategias, al principio en el melocotonero y 
luego en las diferentes especies del género Prunus (Tabla 1). Sosinski et al. 
(2000) presentaron también en el mismo trabajo, los cinco primeros 
microsatélites genómicos de cerezo desarrollados por el grupo de G. King 
(Wellsbourne, Gran Bretaña). Downey y Iezzoni (2000), en su estudio de 
variabilidad del cerezo negro (P. serotina) usaron un nuevo microsatélite 
genómico desarrollado en su mismo laboratorio en guindo (P. cerasus). 
Cantini et al. (2001), en su estudio molecular de la colección de cerezos 
tetraploides de Geneva (Nueva York), utilizaron ocho nuevos microsatélites; 
seis genómicos de cerezo y otros dos de guindo (P. cerasus) proporcionados 
por D. Struss y A. Iezzoni respectivamente. Lopes et al. (2002), consiguieron 
desarrollar los primeros 25 microsatélites del albaricoquero usando una 
genoteca genómica, de los que 21 fueron polimórficos. Al año siguiente, 
Decroocq et al. (2003), desarrollaron 10 nuevos microsatélites para el 
albaricoquero con una genoteca de cDNA, de los cuales, uno resultó 
monomórfico en las 5 variedades ensayadas en dicho trabajo. Los únicos 
microsatélites descritos de ciruelo fueron los 35 desarrollados en la presente 
tesis, que se obtuvieron con una genoteca de ADN genómico de ciruelo 
japonés enriquecida para el motivo CT. Todos estos microsatélites fueron 
polimórficos en un set de ocho variedades de dicha especie (Mnejja et al., 
2004). Testolin et al. (2004) obtuvieron 20 microsatélites usando una 
genoteca genómica de almendro enriquecida para el motivo AC, de los 
cuales 16 fueron polimórficos al ensayarlos en los 16 cultivares de la misma 
especie. En el mismo año, Xu et al. (2004), desarrollaron otros 18 
microsatélites desde la base de datos de ESTs de almendro y otros dos de 
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cerezo. En esta tesis también fueron desarrollados 47 microsatélites con una 
genoteca genómica del almendro, de los cuales 42 fueron polimórficos en 
ocho variedades de la misma especie (Mnejja et al., 2005). Más tarde, Tsuda 
et al. (2009), desarrollaron 13 SSRs derivados de ESTs polimórficos en seis 
especies de cerezo. Usando secuencias de ESTs, 47 nuevos microsatélites 
fueron desarrollados en esta tesis, de los cuales 22 son de almendro y 25 de 
melocotonero, que fueron usados para estudiar su transferibilidad a otras 
especies de la familia de las Rosáceas (Mnejja et al., 2010). Gracias al 
abaratamiento de la secuenciación, Wang et al. (2012) desarrollaron 212 
microsatélites de la especie P. virginiana usando el secuenciador 454. 
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Tabla 1: Microsatélites de Prunus disponibles en la bibliografía 
   
Microsatélites 
Publicación Año Especie Genómicos ESTs 
Cipriani et al. 1999 P. persica 17 UDP   
Downey y Iezzoni 2000 P. cerasus 1 PceGA*   
Sosinski et al. 2000 P. persica 5 pchgms 5 pchcms 
    P. avium 5 PS*   
Testolin et al. 2000 P. persica 9 UDP   
Cantini et al. 2001 P. avium 6 PMS*   
    P. cerasus 2 PceGA*   
Aranzana et al. 2002 P. persica 35 CPPCT   
Dirlewanger et al. 2002 P. persica 41 BPPCT   
Georgi et al. 2002 P. persica 4 pchgms   
Lopes et al. 2002 P. armeniaca 21 ssrPaCITA   
Wang et al. 2002 P. persica 17 pchgms   
Yamamoto et al. 2002d P. persica 24 MA 12 M 
Clarke y Tobbut 2003 P. avium 21 EMPA   
Decroocq et al. 2003 P. armeniaca   10 Pac 
Struss et al. 2003 P. avium 15 UCD-CH   
Hagen et al. 2004 P. armeniaca 13 AMPA 11 AMPA 
Messina et al. 2004a P. armeniaca 20 (99) UDAp   
Mnejja et al. 2004 P. salicina 35 CPSCT   
Testolin et al. 2004 P. dulcis 20 (44) UDA   
Vaughan y Russell 2004 P. avium 14 EMPaS   
Xu et al. 2004 P. dulcis   18 ASSR 
    P. avium   2 ASSR 
Mnejja et al. 2005 P. dulcis 47 CPDCT   
Verde et al. 2005 P. persica* 4 pchgms*   
Vilanova et al. 2006 P. armeniaca 8 aprigms   
Xie et al. 2006 P. dulcis 
 
1 ASSR 
  
P. persica 
 
2 ASSR 
Nishitani et al. 2007 P. persica 62 MA   
Vendramin et al. 2007 P. persica   18 (21) EPPISF 
Ai et al. 2008 P. pseudocerasus 24 
 
Tsuda et al. 2009 Prunoideae    13 (63) AM, DN, DY  
Mnejja et al. 2010 P. dulcis 
 
22 EPDCU 
  
P. persica* 
 
25 EPDCU 
  
P. armeniaca 
 
3 AMPA* 
Wang et al. 2012 P. virginiana 212 
 
Wang et al. 2014b P. sibirica 52 
 
*Estos microsatélites no fueron desarrollados por este grupo, sino sólo presentados y usados en sus trabajos 
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4.1.2. Aplicaciones en estudios de variabilidad 
Desde su desarrollo en Prunus, los microsatélites fueron usados en 
estudios de variabilidad de las diferentes especies del género. Los 
microsatélites obtenidos en melocotonero fueron lo más utilizados ya que en 
esta especie había más y se desarrollaron antes. En la Tabla 2 se presentan 
los diferentes estudios de variabilidad en Prunus encontrados en la 
bibliografía. A continuación se detallan algunos estudios de variabilidad por 
especies. 
 
4.1.2.1. Estudios de variabilidad en el melocotonero 
Por ser la especie económicamente más importante del género, el 
melocotonero fue objeto de muchos estudios de variabilidad. En el primero 
(Testolin et al., 2000) se usaron 26 microsatélites todos procedentes de 
genotecas genómicas de melocotonero para estudiar la variabilidad de 50 
cultivares de esta especie. Los autores mostraron con este estudio el alto 
poder discriminatorio de los microsatélites y sugierieron la posibilidad de 
llegar a distinguir entre dos cultivares que se diferencian sólo por mutaciones 
somáticas, llamados también sports.  
De los primeros estudios de variabilidad el más exhaustivo fue el de 
Aranzana et al. (2003c), que usaron 16 microsatélites de melocotonero en 
una colección de 212 cultivares de origen europeo o estadounidense. Aún 
trabajando con una especie muy poco variable, se pudieron distinguir 
claramente 195 cultivares de los 212 estudiados, siendo el resto grupos de 
variedades conocidas como sports o probables sinonimias. La variabilidad 
observada permitió separar tres grupos de cultivares: uno formado 
básicamente por melocotones, otro por nectarinas y un tercero que agrupaba 
los cultivares de carne dura. Más adelante Aranzana et al. (2010) publicaron 
un nuevo trabajo estudiando 224 cultivares (de los cuales 208 estudiados en 
el anterior trabajo arriba descrito) usando 50 microsatélites desarrollados en 
diferentes especies del género Prunus y con buena cobertura del genoma. 
Sus resultados fueron consistentes con los del trabajo anterior y permitieron 
una primera estima del desequilibrio de ligamiento en la especie que resultó 
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estar altamente conservado (10-12 cM), de acuerdo con los datos 
disponibles sobre la historia de este cultivo (autogamia y un reciente cuello 
de botella al principio de la mejora moderna). En un estudio más reciente, 
Rojas et al. (2008) intentaron buscar el número mínimo de microsatélites 
necesarios para la identificación varietal de melocotonero. De los 117 
cultivares estudiados de origen chileno y norteamericano, 102 pudieron ser 
identificados inequívocamente con un set de tan sólo 7 microsatélites. Yoon 
et al. (2006), estudiaron la variabilidad de 96 cultivares de melocotonero de 
origen asiático (China, Japón y Corea) y norteamericano con 33 marcadores 
microsatélites, todos derivados de melocotonero salvo uno (Ps12A02) 
desarrollado desde el cerezo. En este estudio, los microsatélites pudieron 
diferenciar entre todos los genotipos y revelaron una relación entre su 
variabilidad y la distribución geográfica entre los cultivares estudiados. Más 
recientemente Li et al. (2013) estudiaron una amplia colección de variedades 
(653) de origen oriental (China y Japón principalmente) y occidental (Europa 
y Estados Unidos) con 48 SSRs, lo que permitió constatar que la variabilidad 
genética es mayor y la conservación del desequilibrio de ligamiento es 
menor en las variedades orientales que en las occidentales, de acuerdo con 
la historia conocida de P. persica desde su domesticación. 
 
4.1.2.2. Estudios de variabilidad en el almendro 
La variabilidad de 36 cultivares de almendro originarios de China y el 
mediterráneo fue estudiada por Xu et al. (2004) con 28 microsatélites de 
diferentes orígenes; 21 microsatélites procedentes de ESTs (18 de 
almendro, uno de cerezo negro, uno de guindo y uno de manzano) y siete 
genómicos (cuatro de melocotonero, dos de cerezo y uno de almendro). 
Todos los microsatélites genómicos resultaron polimórficos en esta colección 
de variedades. De los 21 microsatélites derivados de ESTs usados, sólo 11 
fueron polimórficos, entre los cuales los dos derivados de manzano y de 
guindo. En el análisis filogenético realizado, se distinguen claramente dos 
grupos, las variedades chinas por un lado y las europeas y americanas por 
el otro. En este mismo estudio, se incluyeron dos cultivares de 
melocotonero, dos híbridos almendro x melocotonero y cuatro especies de 
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almendros silvestres (P. triloba, P. mongolica, P. ledebouriana, P. tangutica). 
Los resultados de Xu et al. (2004) indican que el almendro común está más 
cerca genéticamente del melocotonero que de las 4 especies de almendro 
silvestre ensayadas. 
Otro estudio de variabilidad en el almendro fue realizado por Xie et al. 
(2006) en el que se usaron 16 marcadores SSRs (ocho genómicos y ocho 
derivados de ESTs) en 38 cultivares de almendro, de los cuales 23 eran 
chinos y los otros 15 europeos y norteamericanos. En este estudio también 
se incluyeron dos híbridos almendro x melocotonero y tres cultivares de 
melocotonero. Con el análisis UPGMA basado en las similitudes genéticas, 
se diferenciaron los 23 cultivares chinos del resto, formando un único grupo. 
Los dos híbridos interespecíficos se parecieron genéticamente más a los 
melocotoneros que a los almendros. 
 
4.1.2.3. Estudios de variabilidad en el albaricoquero 
Muchos estudios de variabilidad en el albaricoquero se encuentran 
descritos en la bibliografía. El primer trabajo (Hormaza, 2002) usó un juego 
de 37 microsatélites desarrollados de diferentes especies de Prunus, de los 
cuales 31 amplificaron una colección de 48 genotipos de albaricoquero. Sólo 
20 (19 SSRs de melocotonero y uno de cerezo) fueron polimórficos en la 
muestra ensayada. Todos los genotipos pudieron ser diferenciados usando 
los 20 microsatélites y fueron agrupados según su origen geográfico 
mediante el análisis UPGMA. 
Más adelante, Zhebentyayeva et al. (2003) usando inicialmente 30 
microsatélites derivados de melocotonero estudió de variabilidad de 14 loci 
polimórficos en 74 cultivares. Se lograron distinguir individualmente 63 
cultivares y el estudio posterior de variabilidad no detectó agrupaciones 
compatibles con la proveniencia geográfica de las variedades, lo que 
demuestra, según los autores, la compleja historia de la domesticación del 
albaricoquero.  
El primer estudio de variabilidad que usa microsatélites derivados del 
propio albaricoquero fue el de Maghuly et al. (2005). En este trabajo se 
                                                                                                                          INTRODUCCIÓN GENERAL 
 
 
40 
 
usaron diez microsatélites para estudiar la variabilidad en una colección de 
133 cultivares, además de tres especies relacionadas. El dendrograma 
resultante dividió los cultivares en dos grandes grupos, uno que contenía 
sólo cultivares de Asia central y el otro cultivares de Europa del Este. 
En un trabajo de colaboración de nuestro grupo con investigadores 
tunecinos (Krichen et al., 2006), se estudiaron 54 cultivares locales de Túnez 
usando 26 microsatélites derivados de almendro, ciruelo japonés, 
desarrollados en esta tesis, y melocotonero. Este estudio, mostró que un 
juego de únicamente 5 microsatélites fue suficiente para diferenciar entre los 
54 cultivares estudiados. 
Una especie próxima al albaricoquero, llamada albaricoquero japonés 
(P. mume) que incluye variedades usadas por su fruto y otras como 
ornamentales, fue también objeto de análisis de variabilidad con SSRs por 
Hayashi et al. (2008) incluyendo 127 genotipos de P. mume y tres de P. 
armeniaca. De los 58 microsatélites desarrollados de melocotonero y 
albaricoquero estudiados, 39 amplificaron en P. mume, de los cuales se 
eligieron los 14 que presentaban mejor amplificación y mayor polimorfismo 
para el estudio de variabilidad. Sus resultados sugieren una fuerte 
similaridad entre un grupo de cultivares de P. mume („Bungo‟) y las 
variedades de albaricoquero estudiadas, mientras que el resto del material 
de distribuía en el dendrograma siguiendo patrones de distribución 
geográfica. Recientemente se ha estudiado la variabilidad de otra especie 
cercana al albaricoquero (P. sibirica) usando marcadores SSR desarrollados 
en esta misma especie (Wang et al., 2014a) o de otras especies próximas 
como son el albaricoquero o el melocotonero (Li et al., 2014; Wang et al., 
2014a). 
4.1.2.4. Estudios de variabilidad en los ciruelos 
Ahmad et al. (2004a), estudiaron la variabilidad de 14 cultivares de 
ciruelo japonés con 6 pluots y 1 plumcot. Para elucidar la proveniencia de los 
pluots y plumcots, supuestamente híbridos entre ciruelos y albaricoqueros, 
añadieron al estudio 7 cultivares de albaricoquero. El trabajo se llevó a cabo 
usando 28 microsatélites; 25 derivados de cerezo (P. avium) y 3 de 
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melocotonero. En el dendrograma obtenido, se agruparon los ciruelos y los 
pluots, mientras que los albaricoqueros formaron un cluster aparte. El 
Plumcot se quedó entre los dos grupos. Esto sostiene la afirmación de que el 
plumcot es un híbrido entre un ciruelo (P. salicina) y un albaricoquero pero 
no asegura que el albaricoquero sea un ancestro de los pluots. 
Rohrer et al. (2004), estudiaron la variabilidad de los ciruelos del norte 
de América (Prunus sección Prunocerasus) para establecer las relaciones 
genéticas entre las diferentes especies. Para ello estudiaron 21 cultivares 
pertenecientes a 13 especies de ciruelo e incluyeron un albaricoquero y un 
ciruelo mirobolano (P. cerasifera) como controles. Usaron en este estudio 15 
microsatélites (12 derivados de P. avium y tres de P. persica). Los resultados 
de la representación de las relaciones de distancia genética entre especies 
de su dendrograma fueron congruentes en algunos aspectos con la actual 
división filogenética de estas especies y no en otros. Los autores concluyen 
que los microsatélites son probablemente un tipo de marcadores no 
adecuado para analizar las relaciones taxonómicas a nivel interespecífico. 
 
4.1.2.5. Estudios de variabilidad en los cerezos 
La especie económicamente más importante dentro del subgénero 
Cerassus es el cerezo común (P. avium), sobre la que se han realizado 
varios estudios de variabilidad genética. Dirlewanger et al. (2002), usaron 41 
microsatélites desarrollados de melocotonero para el estudio de 21 
variedades de cerezo además de diversos melocotoneros. De estos 
microsatélites, 14 resultaron polimórficos en las variedades de cerezo 
permitiendo identificar individualmente a todas las variedades. Estos autores 
comprobaron que con varias combinaciones de tan sólo 3 microsatélites 
cada una, se podían distinguir inequívocamente todas las 21 variedades de 
cerezo ensayadas. Wünsch y Hormaza (2002), estudiaron la variabilidad del 
cerezo usando nueve microsatélites de melocotonero en 76 genotipos. Estos 
microsatélites diferenciaron de manera inequívoca a 72 genotipos de los 76 
estudiados. Los cuatro restantes no se pudieron distinguir por tratarse de 
mutaciones de otras variedades. Struss et al. (2003), con 15 microsatélites 
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desarrollados por ellos mismos en P. avium, estudiaron la variabilidad 
genética existente entre 15 variedades de cerezo. De estos 15 
microsatélites, 13 resultaron polimórficos permitiendo una identificación 
individual de todos los cultivares estudiados. 
Downey y Iezzoni (2000), usaron microsatélites derivados de diferentes 
especies (dos de P. persica, uno de P. cerasus y uno de P. avium) para 
estudiar la diversidad genética de la especie silvestre P. serotina. Cantini et 
al. (2001) estudiaron la variabilidad de la colección de germoplasma de 
cerezos tetraploides (guindo: P. cerasus, cerezo enano europeo: P. fruticosa 
y sus híbridos) de Geneva (Nueva York) usando diez microsatélites (siete de 
P. avium, dos de P. cerasus y uno de P. persica). Todos los 59 cerezos 
estudiados pudieron ser diferenciados con este set de microsatélites salvo 
dos. 
Para estudiar la variabilidad genética y comprobar la clasificación de 
los taxones de cerezos japoneses en diferentes secciones, Ohta et al. 
(2005), estudiaron 144 genotipos del subgénero Cerasus pertenecientes a 
15 taxones usando nueve microsatélites; ocho derivados de melocotonero y 
uno de P. avium que permitieron distinguir a todos los genotipos salvo dos. 
Los dendrogramas resultantes de los 144 genotipos y de los 14 taxones 
mediante el análisis UPGMA, concordaban a grosso modo con las divisiones 
taxonómicas basadas en la morfología. 
Zhang et al. (2008), estudiaron la variabilidad de 44 genotipos de 
cerezo coreano (P. tomentosa), además de 7 genotipos de otras tres 
especies cercanas, utilizando 44 microsatélites de diferentes orígenes (36 de 
P. persica, cinco de P. avium, dos de P armeniaca y uno de P. cerasus). 
Estos microsatélites fueron elegidos, por su especificidad y la claridad de su 
bandeo al testarlos en P. tomentosa, de un total de 110 microsatélites 
publicados. El dendrograma basado en el análisis UPGMA, separó los siete 
genotipos de las tres especies cercanas (P. humilis, P. japonica y P. 
glandulosa) del resto de genotipos de P. tomentosa. 
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Tabla 2: Estudios de variabilidad en Prunus usando microsatélites 
Publicación Año Especies estudiadas Especies origen de los microsatélites Nº de microsatélites Nº de cultivares 
Albaricoqueros 
Hormaza 2002 P. armeniaca P. persica, P. avium, P. cerasus 37 48 
Romero et al. 2003 P. armeniaca P. persica 16 40 
Zhebentyayeva et al. 2003 P. armeniaca P. persica 30 74 
Maghuly et al. 2005 P. armeniaca P. armeniaca 10 133 
Sánchez-Pérez et al. 2005a P. armeniaca P. persica 14 25 
Krichen et al. 2006 P. armeniaca P. salicina, P. dulcis, P. persica 26 54 
Romero et al. 2006 P. armeniaca P. persica 12 20 
Sánchez-Pérez et al. 2006b P. armeniaca P. persica 17 31 
He et al. 2007 P. armeniaca P. persica 40 81 
Donoso et al. 2008 P. armeniaca P. persica 7 31 
Hayashi et al. 2008 P. mume P. persica, P. armeniaca 14 127 
Bourguiba et al. 2012 P. armeniaca P. persica, P. armeniaca 24 183 
Yilmaz et al. 2012 P. armeniaca P. persica 16 95 
Li et al. 2014 P. sibirica P. persica, P. armeniaca 10 252 
Wang et al. 2014a P. sibirica P. sibirica, P. pérsica, P. armeniaca 31 672 
Zhang et al. 2014 P. armeniaca P. persica, P. armeniaca, P. dulcis, P. salicina 21 93 
Almendros 
Martínez-Gómez et al. 2003a P. dulcis P. persica, P. avium 18 30 
Martínez-Gómez et al. 2003b P. dulcis P. persica, P. avium 18 5 
Xu et al. 2004 P. dulcis P. dulcis, P. avium, P. serotina, P. persica y manzano 28 36 
Sánchez-Pérez et al. 2005b P. dulcis P. persica 6 21 
Sánchez-Pérez et al., 2006a P. dulcis P. persica 6 21 
Xie et al. 2006 P. dulcis P. persica, P. dulcis 16 38 
Shiran et al. 2007 P. dulcis P. persica 18 39 
Zeinalabedini et al. 2007 P. dulcis, P. ssp. P. persica 21 5, 40 
Fathi et al. 2008 P. dulcis P. persica, P. dulcis 25 56 
Dangl et al. 2009 P. dulcis P. persica, P. armeniaca, P. salicina, P. avium 24 21 
Tahan et al. 2009 P. tenella P. dulcis 14 227 
Zeinalabedini et al. 2010 P. dulcis, P. ssp. P. persica, P. avium, P. salicina 26 40, 25 
Kadkhodaei et al. 2011 P. dulcis P. dulcis 7 53 
Gouta et al. 2012 P. dulcis P. dulcis, P. salicina 10 54 
Rahemi et al. 2012 P. dulcis, P. ssp. P. persica,P. dulcis, P. avium, P. salicina, P. cerasus 44 9, 80 
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Tabla 2 (continuación) 
  
Publicación Año Especies estudiadas Especies origen de los microsatélites Nº de microsatélites Nº de cultivares 
Cerezos 
Downey y Iezzoni 2000 P. serotina P. persica, P. avium, P. cerasus 4 66 
Cantini et al. 2001 P. cerasus, P. fruticosa P. persica, P. avium, P. cerasus 10 59 
Dirlewanger et al. 2002 P. avium P. persica 41 21 
Wünsch y Hormaza 2002 P. avium P. persica 9 76 
Struss et al. 2003 P. avium P. avium 15 15 
Ohta et al. 2005 Prunus subgénero cerasus P. avium, P. cerasus, P. persica 25 144 
Pairon y Jacquemart 2005 P. serotina P. persica 6 20 
Iketani et al. 2007 Prunus x yedoensis P. avium, P. cerasus, P. persica 21 52 
Ai et al. 2008 P. pseudocerasus P. pseudocerasus 12 26 
Zhang et al. 2008 P. tomentosa P. persica, P. avium, P. cerasus, P. armeniaca 44 44 
Antonius et al. 2012 P. cerasus P. persica 9 52 
Fernandez i Marti et al. 2012 P. avium P. persica, P. avium, P .dulcis 7 114 
Stanys et al. 2012 P. avium P. persica, P. avium 14 31 
Barac et al. 2014 Prunus subgénero cerasus P. persica, P. avium 26 77 
Kato et al. 2014 Prunus subgénero cerasus Prunoideae, P. persica 31 215 
Ciruelos 
Valmor et al.* 2002 P. salicina, P. cerasifera, P. domestica Sin información Sin información 12 
Ahmad et al. 2004a P. salicina, pluot, P. armeniaca P. persica, P. avium 26 28 
Rohrer et al. 2004 13 Prunus sección Prunocerasus P. persica, P. avium 15 23 
Qiao et al. 2007 P. salicina, P. domestica P. persica, P. avium, P. cerasus 21 56 
Horvath et al. 2008 P. cerasifera P. persica, P. salicina 7 29 
Wöhrmann et al. 2011 P. divaritaca Ledeb. P. persica, P. salicina 11 12 (poblaciones) 
Kazija et al. 2014 P. domestica, P insititia L. P. persica, P. armeniaca 11 62 
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Tabla 2 (continuación) 
 
 
Publicación Año Especies estudiadas Especies origen de los microsatélites Nº de microsatélites Nº de cultivares 
Melocotoneros 
Testolin et al. 2000 P. persica P. persica 26 50 
Aranzana et al. 2002 P. persica P. persica 35 25 
Dirlewanger et al. 2002 P. persica P. persica 41 27 
Aranzana et al. 2003c P. persica P. persica 16 212 
Martínez-Gómez et al. 2003a P. persica P. persica, P. avium 18 45 
Martínez-Gómez et al. 2003b P. persica P. persica, P. avium 18 6 
Yamamoto et al. 2003 P. persica P. persica 17 16 
Ahmad et al. 2004b P. persica P. persica, P. avium 20 38 
Wünsch et al. 2006 P. persica P. persica 10 85 
Yoon et al. 2006 P. persica P. persica, P. avium 33 96 
Bouhadida et al. 2007 P. persica P. persica 14 29 
Nishitani et al. 2007 P. persica P. persica 18 14 
Rojas et al. 2008 P. persica P. persica 9 117 
Cheng y Huang 2009 P. persica P. persica 7 32 
Aranzana et al. 2010 P. persica P. persica, P. avium, P. cerasus, P. salicina 50 224 
Cao et al. 2012 P. persica P. persica, P. dulcis, P. salicina 53 104 
Sitther et al. 2012 P. persica P. persica 15 37 
Li et al. 2013 P. persica P. persica 48 653 
Especies varias de Prunus 
Bianchi et al. 2004 
patrones de Prunus (Prunophora y 
Amygdalus) 
P. persica 5 29 
Baranek et al. 2006 Prunus subgénero Amygdalus P. persica 21 15 
Bouhadida et al. 2009 patrones de Prunus  P. persica 13 44 
Arismendi et al. 2012 patrones de Prunus  P. persica, P. avium 12 26 
Turkoglu et al. 2012 
patrones de cerezo (P. avium, P. Cerasus, 
P. mahaleb y P. angustifolia) 
P. persica, P. salicina 10 184 
Khadivi-Khub et al. 2014 Prunus subgénero Cerasus P. persica, P. avium 16 53 
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4.1.3. Construcción de mapas genéticos con SSRs y otras 
aplicaciones a la genética y mejora 
Por su carácter de herencia codominante, su buena repartición en todo 
el genoma y por ser altamente transferibles dentro de la especie y a veces 
entre especies próximas, los SSRs son excelentes marcadores para la 
construcción de mapas genéticos. Por eso, se han usado frecuentemente 
para este objetivo en muchas especies, las del género Prunus no son una 
excepción. En este caso los mapas se han obtenido tanto de cruzamientos 
intraespecíficos, como interespecíficos gracias a la compatibilidad que existe 
entre muchas especies de Prunus, lo que genera un mayor polimorfismo en 
las descendencias. En la Tabla 3 se resumen los diferentes mapas de 
Prunus que se encuentran en la bibliografía, de los cuales comentamos a 
continuación los más relevantes.  
Diversas poblaciones de especies de Prunus fueron objeto de mapas 
genéticos. En la bibliografía se encuentran mapas de P. dulcis, P. persica, P 
armeniaca, P avium, P cerasus y P. mume. La primera vez que se incluyeron 
marcadores de tipo microsatélite en mapas de Prunus fue en un mapa de 
almendro usando una población F1 del cruce „Ferragnès‟ x „Tuono‟, en 
donde se pudieron mapear 6 de los 8 microsatélites ensayados (Joobeur et 
al., 2000).  
Uno de los mapas de melocotonero más completo es el de la población 
F2 del cruce „Ferjalou Jalousia‟ x „Fantasia‟. Este mapa, contiene 82 
microsatélites, un alto número teniendo en cuenta el bajo polimorfismo que 
suele encontrarse en los mapas intraespecíficos de melocotonero. Los 187 
marcadores que constituyen este mapa (82 SSRs, 37 RFLPs, 61 AFLPs, un 
isoenzima y seis caracteres agronómicos) se agruparon en solamente siete 
grupos de ligamiento, y no en los ocho esperados, cubriendo una distancia 
genética de 621,2 cM (Dirlewanger et al., 2006). La causa de que haya un 
grupo de ligamiento sin marcadores polimórficos se debe muy 
probablemente a que se trata de que los dos cromosomas homólogos 
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correspondientes a este grupo son idénticos por descendencia por lo que 
todos los marcadores son homocigotos. 
Dondini et al. (2007) construyeron un mapa de albaricoquero 
constituido exclusivamente por microsatélites. La población de este mapa es 
una F1 del cruzamiento „Lito‟ x „BO81604311‟. Ciento ochenta y siete de los 
319 microsatélites probados mapearon y formaron los ocho grupos de 
ligamiento esperados. La distancia genética resultante fue de 504 cM para el 
mapa de „Lito‟ y 620 cM para el mapa de „BO81604311‟, esta diferencia se 
explica por los microsatélites que mapearon sólo en el parental masculino en 
los extremos de los seis primeros grupos de ligamiento. Estos autores  
presentaron también un estudio de microsintenia entre sus dos mapas de 
albaricoquero con otros mapas publicados de Prunus, del cual se muestra el 
sustancial mantenimiento del orden de los marcadores entre los diferentes 
mapas del género, tal como ya se había observado previamente usando 
todo tipo de marcadores (Dirlewanger et al., 2004). 
En una población F1 del cruzamiento entre los cultivares de cerezo 
„Emperor Francis‟ (EF), como parental femenino, y „New York 54‟ (NY), como 
donante de polen, se mapearon 111 microsatélites de un total de 433 
probados procedentes de diferentes especies de Prunus. Los mapas de los 
parentales están formados por los ocho grupos de ligamiento esperados y 
cubren una distancia genética de 711,1 cM para el mapa de EF y 565,8 cM 
para el mapa de NY (Olmstead et al., 2008).  
Muy recientemente, y gracias a la secuenciación masiva por shotgun, 
Sun et al. (2013) detectaron 188.149 SSRs en el genoma ensamblado del 
albaricoquero japonés, de los que mapearon 144 microsatélites en una 
población F1 de P. mume del cruzamiento 'Fenban' x 'Kouzi Yudie', que se 
distribuyeron en 8 grupos de ligamiento, cubriendo una distancia total de 670 
cM. 
El único mapa obtenido en una especie poliploide es el del guindo, 
especie tetraploide, usando una descendencia F1 del cruzamiento 
„Reinische Schattenmorelle‟ x „Erdi Botermo‟. Este mapa fue construido 
previamente por Wang et al. (1998) exclusivamente con RFLPs. En la 
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segunda generación de este mapa, se probaron 45 SSRs derivados de 
manzano, melocotonero, cerezo y guindo, de los cuales diez fueron 
polimórficos (seis de melocotonero, dos de cerezo y dos de guindo) dando 
lugar a un total de 17 marcadores segregantes en la descendencia. El mapa 
del guindo está constituido de 161 marcadores formando 19 grupos de 
ligamiento y cubriendo una distancia de 442,4 cM. Este mapa es incompleto 
y faltarían algunos marcadores más para llegar a detectar los 16 grupos de 
ligamiento esperados y una distancia alrededor de dos veces la de una 
especie diploide del género Prunus (Canli, 2004). 
De los mapas elaborados con poblaciones procedentes de 
cruzamientos interespecíficos destacaremos especialmente el mapa de 
referencia de Prunus y otros dos mapas que incluyen un importante número 
de microsatélites. 
El mapa de referencia de Prunus se obtuvo a partir de la descendencia 
F2 procedente de la autofecundación de un individuo del cruzamiento entre 
la variedad de almendro „Texas‟ y la de melocotonero „Earlygold‟, que se 
llama abreviadamente TxE y que fue inicialmente construido con 235 RFLPs 
y 11 isoenzimas, todos ellos de alta calidad y transferibles (Joobeur et al., 
1998). Este mapa se fue saturando con otros marcadores de alta calidad 
dando lugar a un mapa constituido por 562 marcadores (361 RFLPs, 185 
SSRs, 11 isoenzimas y 5 STSs), cubriendo un total de distancia genética de 
519 cM, con una densidad alta de marcadores (<1 cM/marcador) y 
presentando el hueco más grande de tan sólo 7 cM (Aranzana et al., 2003, 
Dirlewanger et al., 2004a). Muchos mapas de Prunus construidos después 
del de Joobeur et al. (1998) usaron los marcadores de TxE para tener una 
buena cobertura del genoma y disponer de marcadores de anclaje que 
faciliten la comparación con TxE y con otros mapas. Dieciséis de ellos, con 
al menos 28 marcadores de anclaje con TxE han sido publicados (Arús et 
al., 2005). En la actualización del mapa presentada por Howad et al. (2005), 
el mapa quedó constituido por 826 marcadores con mayoría de tipo 
microsatélites (449 SSRs, 361 RFLPs, 11 isoenzimas y 5 STSs), cubriendo 
una distancia genética de 524 cM, con densidad media de 0,63 cM/marcador 
y presentando el hueco más grande de 7 cM. Con el desarrollo de la técnica 
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de mapeo llamada “bin mapping” (Howad et al., 2005) basada en el uso de 
solamente ocho plantas de TxE (el parental „Earlygold‟, el híbrido F1 „Texas‟ 
x „Earlygold‟ y seis plantas seleccionadas de la F2), fue posible el mapeo de 
nuevos SSR y de muchos genes candidatos en el mapa de TxE con un 
esfuerzo mucho menor del requerido usando toda la población. 
Considerando todos los marcadores añadidos recientemente con esta 
aproximación (Ogundiwin et al., 2009; Cabrera et al., 2009; Sargent et al., 
2009a; Illa et al., 2011), el mapa de TxE tiene un total de 1.803 marcadores 
basados en secuencias conocidas, lo que supone una densidad de 0,29 
cM/marcador (Illa et al., 2011), lo que es un importante recurso genético que 
ha sido utilizado en diversas aplicaciones, entre otras el alineamiento entre 
el mapa genético y el físico para la construcción de la secuencia del genoma 
del melocotonero (Verde et al., 2013). 
El único mapa construido usando el ciruelo mirabolano como uno de 
los progenitores fue el publicado por Dirlewanger et al. (2004b) y sirvió para 
la localización de genes de resistencia a nematodos procedentes de P. 
cerasifera y del melocotonero. La población de este mapa es una F1 del 
cruce entre P. cerasifera „P.2175‟ por „GN22‟ (almendro „Garfi‟ x 
melocotonero „Nemared‟). Este mapa está constituido mayoritariamente por 
marcadores de tipo microsatélite (165 SSRs). 
Clarke et al. (2009), obtuvieron un mapa constituido mayoritariamente 
por microsatélites (168 SSRs) en una población F1 procedente del 
cruzamiento interespecífico entre P. avium „Napoleon‟ y P. nipponica 
„F1292‟. Este mapa está formado por ocho grupos de ligamiento y cubre una 
distancia genética de 736 cM, y fue comparado con otros de Prunus en un 
estudio de microsintenia, en el que se demuestra que aunque el cerezo es 
una especie más distante que el resto de especies cultivadas de Prunus, sus 
genomas son esencialmente sinténicos. 
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Tabla 3: Mapas genéticos de Prunus usando microsatélites  
Publicación Año Especie origen de los microsatélites Mapa Nº de microsatélites 
Cruces intraespecíficos 
Joobeur et al. 2000 P. persica F1 P. dulcis („Ferragnès‟ x „Tuono‟) 6 
Gregory et al. 2005 P. persica y P. avium F1 P. dulcis („Nonpareil‟ x „Lauranne‟) 36 
Sánchez-Pérez et al. 2007 P. persica, P. avium, P. dulcis F1 P. dulcis („R1000‟ x „Desmayo Largueta‟) 56 
Tavassolian et al. 2010 
P. persica, P. dulcis, P. avium, P. armeniaca, 
P. salicina, P. cerasus 
F1 P. dulcis („Nonpareil‟ x „Lauranne‟) 96 
Fernández i Martí et al. 2011 P. persica, P. dulcis, P. avium, P. salicina F1 P. dulcis („Vivot‟ x „Blanquerna‟) 52 
Wang et al. 2002 P. persica F2 P. persica („Empress‟ op op dwarf × „Evergrowing‟) 8 
    P. persica F2 P. persica („Nemared‟ × „Lovell‟) 8 
Dirlewanger et al. 2006 Prunus ssp. F2 P. persica („Ferjalou Jalousia‟ x „Fantasia‟) 82 
Blenda et al. 2007 P. persica F2 P. persica („Guardian‟ selección 3-17-7 × „Nemaguard‟) 21 
Hurtado et al. 2002 P. persica F1 P. armeniaca („Goldrich‟ x „Valenciano‟) 17 
Vilanova et al. 2003 P. persica F2 P. armeniaca „Lito‟ („Stark Early Orange‟ x „Tyrinthos‟) 29 
Lambert et al. 2004 P. persica, P. armeniaca, P. davidiana F1 P. armeniaca („Polonais‟ x „Stark Early Orange‟) 35 
Dondini et al. 2007 P. persica, P. dulcis, P. avium, P. armeniaca F1 P. armeniaca („Lito‟ x „BO81604311‟) 185 
Canli 2004 P. persica, P. avium y P. cerasus F1 P. cerasus („Reinische Schattenmorell‟ x „Erdi Botermo‟) 10 
Olmstead et al. 2008 Prunus ssp. F1 P. avium („Emperor Francis‟ x „New York 54‟) 111 
Sun et al. 2013 P. mume F1 P. mume ('Fenban' x 'Kouzi Yudie') 144 
Cruces interespecíficos 
Dettori et al. 2001 P. persica BC1 P. persica x (P. persica x P. ferganensis) 17 
Verde et al. 2005 P. persica BC1 P. persica x (P. persica x P. ferganensis) 41 
Bliss et al. 2002 P. avium y P. cerasus F2 P. dulcis „Padre‟ x P. persica „54P455‟ 4 
Aranzana et al. 2003a P. persica, P. avium F2 P. dulcis „Texas‟ (T) x P. persica „Early Gold‟ (E) 87 
Dirlewanger et al. 2004a Prunus ssp. F2 T x E 89 
Howad et al. 2005 Prunus ssp. F2 T x E 264 
Nishitani et al. 2007 P. persica F2 T x E 15 
Vilanova et al. 2008 P. armeniaca, P. persica F2 T x E 2 
Foulongne et al. 2003 P. persica F1 P. persica „Summergrand‟ x P. davidiana „P1908‟ 14 
      F2 SD402 (P. persica „Summergrand‟ x P. davidiana „P1908‟) 24 
Vaughan y Russell. 2004 P. avium F1 P. avium „Napoleon‟ x P. nipponica 11 
Clarke et al. 2009 Prunus ssp. F1 P. avium „Napoleon‟ x P. nipponica „F1292‟ 168 
Dirlewanger et al. 2004b Prunus ssp. F1 P. cerasifera „P.2175‟ x (P. dulcis „Garfi‟ x P. persica „Nemared‟) „GN22‟  165 
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Otros usos de los microsatélites en Prunus además de los ya citados 
son el análisis de paternidad y pedigrí (Testolin et al., 2000; Yamamoto et al., 
2003; Decroocq et al., 2004; Ikatani et al., 2007; Jolivet et al., 2012; Sitther et 
al., 2012), la selección asistida por marcadores o MAS (Dirlewanger et al., 
2004a; Verde et al., 2004; Dirlewanger et al., 2006; Sánchez-Pérez et al., 
2007; Miguel Soriano et al., 2012; Picañol et al., 2013), en la comprobación 
de la pureza híbrida (Ikatani et al., 2007), en estudios de comparación de 
mapas por su carácter transferible (Dondini et al., 2007; Olmstead et al., 
2008; Vilanova et al., 2008; Clarke et al., 2009), en estudios de desequilibrio 
de ligamiento y de estructura poblacional (Aranzana et al., 2010; Cao et al., 
2012; Font i Forcada et al., 2013; Li et al., 2013; 2014; Wang et al., 2014a), y 
en estudios de la historia evolutiva de las especies como en el caso del 
almendro (Deplancke et al., 2013). 
 
4.2. Microsatélites en las Maloideas 
 
4.2.1. Microsatélites disponibles 
Si en Prunus la primera descripción de microsatélites fue en 1999, en 
Malus, se empezaron a usar los microsatélites unos años antes, Szewc-
McFadden et al. (1995) propusieron su uso en el examen de la diversidad 
genética del manzano (Malus x domestica) y desarrollaron más tarde los 
primeros ocho SSRs en esta especie (Szewc-McFadden et al. 1996) 
obtenidos de una genoteca genómica del cultivar „Golden Delicious‟. Desde 
entonces empezaron a desarrollarse muchos más SSRs para las Maloideas 
(Tabla 4). En dos publicaciones se presentó un considerable número de 
microsatélites derivados del manzano: Liebhart et al. (2002) desarrollaron 
140 nuevos microsatélites, todos obtenidos de una genoteca genómica del 
cultivar “Florina” y Silfverberg-Dilworth et al. (2006) obtuvieron 148 de los 
que 117 derivaban de una genoteca genómica y otros 31 desarrollados in 
silico, a partir de los ESTs publicados en las bases de datos del manzano. 
Otros microsatélites fueron desarrollados en el peral japonés (Pyrus pyrifolia) 
(Yamamoto et al., 2002a; 2002b; 2002c) y en el europeo (P. communis) 
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(Yamamoto et al., 2002a; 2002c; Fernandez-Fernandez et al., 2006), en 
Sorbus torminalis (Oddou-Muratorio et al., 2001) o en Malus floribunda 
(Vinatzer et al., 2004). 
 
Tabla 4: Microsatélites de la subfamilia Maloideae disponibles en la bibliografía 
      Microsatélites 
Publicación Año Especie Genómicos ESTs 
Szewc-McFadden et al. 1996 Malus x domestica 8 
 
Hemmat et al. 1997 Malus x domestica 1 
 
Guilford et al. 1997 Malus x domestica 10 
 
Gianfranceschi et al. 1998 Malus x domestica 16 
 
Hokanson et al. 1998 Malus x domestica 8 
 
Oddou-Muratorio et al. 2001 Sorbus torminalis 9 
 
Liebhart et al. 2002 Malus x domestica 140 
 
Yamamoto et al. 2002a P. communis y P. pyrifolia 9 
 
Yamamoto et al. 2002b P. pyrifolia 13 
 
Yamamoto et al. 2002c P. communis y P. pyrifolia 19 
 
Vinatzer et al. 2004 Malus floribunda  2 
 
Bassil et al. 2005 Pyrus 
 
18 
Fernandez-fernandez et al. 2006 P. communis 19 
 
Silfverberg-Dilworth et al. 2006 Malus x domestica 117 31 
Khan et al. 2007 Malus x domestica 2  
 
Celton et al. 2009 Malus x domestica 
 
47 
Gasic et al. 2009 Malus x domestica 
 
51 
Yao et al. 2010 Malus x domestica 
 
94 
Fernández-Fernández et al. 2012 Malus x domestica 
 
35 
 
4.2.2. Aplicaciones en estudios de variabilidad 
Con los microsatélites desarrollados, se realizaron varios estudios de 
variabilidad en las diferentes especies de las Maloideas (Tabla 5). Desde 
muy pronto, se usaron los microsatélites del manzano para estudiar la 
variabilidad tanto en esta especie (Szewc-McFadden et al., 1996; Hokanson 
et al., 1998) como en otras cercanas (Hokanson et al., 1997; Benson et al., 
2001; Hokanson et al., 2001; Coart et al., 2003; Richards et al., 2009). Con 
los microsatélites desarrollados de peral, se analizó la diversidad genética 
del género Pyrus (Kimura et al., 2002; Yamamoto et al., 2002a). Coart et al. 
(2003), estudiaron la variabilidad genética existente en M. sylvestris, uno de 
los posibles ancestros de M. x domestica usando AFLPs y microsatélites. En 
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este estudio, además de 76 genotipos de M. sylvestris, se incluyeron seis 
presuntos híbridos entre este manzano silvestre y el domesticado, 11 
cultivares de manzano y 28 genotipos de diferentes especies de manzano 
ornamental. Los resultados obtenidos con los 12 marcadores microsatélites 
usados en este estudio concordaron ampliamente con los proporcionados 
por los otros 139 AFLPs indicando una clara separación entre las secciones 
silvestre y cultivada y con muy pocas accesiones que pudieran considerarse 
mezcla entre ambas. Más adelante, Richards et al. (2009), realizaron un 
estudio de variabilidad y de estructura poblacional de la especie M. sieversii, 
otro posible progenitor del manzano domesticado, usando siete 
microsatélites en 949 individuos pertenecientes a ocho poblaciones de 
Kazajistán. Estos microsatélites amplificaron 103 alelos, variando de tres a 
29 alelos por locus, y detectaron claras diferencias en polimorfismo entre las 
poblaciones muestreadas, siendo las más septentrionales menos variables 
que las meridionales. 
Además de los géneros Malus y Pyrus, se ha estudiado la variabilidad 
de otras especies pertenecientes a la subfamilia de las Maloideas. 
Yamamoto et al. (2004a), ensayaron 118 microsatélites derivados de 
manzano y peral para analizar la variabilidad del membrillo (Cydonia 
oblonga), de los cuales sólo 39 fueron polimórficos en los 20 cultivares 
estudiados. Con estos microsatélites, se pudieron diferenciar 12 de los 20 
cultivares ensayados. Se realizó también un estudio de variabilidad con 40 
cultivares del níspero (Eriobotrya japonica) usando 30 microsatélites 
derivados de manzano de los que 13 fueron polimórficos, pudiendo 
diferenciar inequívocamente a 34 de los cultivares analizados (Soriano et al., 
2005).  
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Tabla 5: Estudios de variabilidad en la subfamilia Maloideae usando microsatélites 
Publicación Año Especies estudiadas Especies origen de los microsatélites 
Nº de 
microsatélites 
Nº de 
cultivares 
Szewc-McFadden et al. 1996 Malus x domestica  Malus x domestica 6 75 
Hokanson et al. 1997 Malus ssp. Malus x domestica 5 133 
Hokanson et al. 1998 Malus x domestica Malus x domestica 8 66 
Benson et al. 2001 M. hupehensis Malus x domestica   65 
Hokanson et al. 2001 Malus ssp. Malus x domestica 8 142 
Kimura et al. 2002 6 Pyrus ssp. P. pyrifolia y P. communis 9 60 
Yamamoto et al. 2002a 5 Pyrus ssp. P. pyrifolia y P. communis 7 32 
Coart et al. 2003 M. sylvestris Malus x domestica 12 121 
Yamamoto et al. 2004a Cydonia oblonga Malus x domestica, P. communis y P. pyrifolia 39 20 
Kitahara et al. 2005 Malus x domestica Malus x domestica 19 42 
Soriano et al. 2005 Eriobotrya japonica Malus x domestica 13 40 
Guarino et al. 2006 Malus x domestica Malus x domestica 9 56 
Larsen et al. 2006 M. sylvestris, Malus x domestica Malus x domestica 10 207 
Muzher et al. 2007 Malus x domestica Malus x domestica 5 6 
Pereira-Lorenzo et al. 2007 Malus x domestica Malus x domestica 10 114 
Brini et al. 2008 P. communis Malus x domestica 7 31 
Garkava-Gustavsson et al. 2008 Malus x domestica Malus x domestica 10 68 
Gharghani et al. 2009 Malus ssp. Malus x domestica 9 159 
Richards et al. 2009 M. sieversii  Malus x domestica 7 949 
Ahmed et al. 2010 4 Pyrus ssp. Malus x domestica 12 64 
Bassil et al. 2010 
P. communis, P. pyrifolia, P. 
ussuriensis, P. x bretschneideri 
Pyrus ssp. 13 114 
Gasi et al. 2010 Malus x domestica Malus x domestica 10 39 
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Tabla 5 (continuación) 
Publicación Año Especies estudiadas Especies origen de los microsatélites 
Nº de 
microsatélites 
Nº de 
cultivares 
Yao et al. 2010 Malus x domestica Malus x domestica 18 20 
  
Pyrus ssp. Malus x domestica 8 24 
Ba et al. 2011 Malus x domestica Malus x domestica 10 37 
Cao et al. 2011 Pyrus ssp. Malus x domestica, P. communis y P. pyrifolia 9 106 
Farrokhi et al. 2011 Malus x domestica Malus x domestica 16 44 
He et al. 2011 Eriobotrya japonica Malus x domestica 39 54 
Lacis et al. 2011 Malus x domestica Malus x domestica, pyrus 8 109 
Moriya et al. 2011 Malus x domestica Malus x domestica 15 95 
Naseri et al. 2011 Malus x domestica Sin información 15 48 
Urbanovich et al. 2011 Pyrus ssp. Malus x domestica 17 43 
Yakovin et al. 2011 
P. ussuriensis, P. bretschneideri, P. pyraster, 
P. Elaegnifolia 
P. pyrifolia y P. communis 5 46 
Erfani et al. 2012 Pyrus ssp  Malus x domestica, P. communis y P. pyrifolia 28 47 
Patzak et al. 2012 Malus x domestica Malus x domestica 10 273 
Potts et al. 2012 Malus ssp. Malus x domestica 17 164 
Sehic et al. 2012 P. communis Malus x domestica 10 86 
Urrestarazu et al. 2012 Malus x domestica Malus x domestica 13 538 
Zhang et al. 2012 Malus ssp. Malus x domestica 19 29 
Gasi et al. 2013 P. communis Malus x domestica 11 64 
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4.2.3. Construcción de mapas genéticos y otras aplicaciones a la 
genética y mejora 
Los microsatélites han sido muy usados para la construcción de mapas 
en las Maloideas. Sobre un mapa original basado en marcadores RAPDs de 
una población F1 del cruce „Iduna‟ x A679/2, Gianfranceschi et al. (1998), 
mapearon diez microsatélites de los 19 que desarrollaron de manzano. 
Maliepaard et al. (1998) publicaron un mapa de manzano de una población 
F1 del cruce „Prima‟ x „Fiesta‟, en el que mapearon diez microsatélites. Los 
mapas de los dos parentales están formados por los 17 grupos de ligamiento 
esperados, cubriendo una distancia genética de 842 cM para „Prima‟ y de 
984 cM para „Fiesta‟. 
Uno de los mapas más completos y utilizados en manzano es de la F1 
„Fiesta‟ x „Discovery‟ que inicialmente contenía (Liebhart et al., 2002) 115 
microsatélites. El mapa de „Fiesta‟ está constituido por 94 marcadores 
RAPDs y 106 marcadores microsatélites distribuidos en 17 grupos de 
ligamiento y cubre una distancia genética de 914,2 cM. El mapa de 
„Discovery‟ muestra también los 17 grupos de ligamiento en los que se 
encuentran 120 marcadores RAPDs y 100 microsatélites, cubriendo una 
distancia genética de 1.015 cM. Liebhart et al. (2003), publicaron una versión 
más saturada del mismo mapa con más marcadores microsatélites, AFLPs, 
RAPDs y SCARs. El nuevo mapa de „Fiesta‟ está constituido por un total de 
439 marcadores, de los cuales 115 son microsatélites, cubriendo una 
distancia genética de 1.143,8 cM. El mapa de „Discovery‟ contiene 499 
marcadores de los que 112 son microsatélites y cubren 1.454,6 cM de 
distancia genética. La última versión de este mapa la presentaron 
Silfverberg-Dilworth et al. (2006) incluyendo muchos más marcadores 
microsatélites. Se testaron 156 nuevos microsatélites, de los cuales 148 
pudieron ser mapeados en la población del mapa y el resto lo fueron en 
otros cruzamientos y posteriormente situados manualmente en el mapa de 
‟Fiesta‟ x „Discovery‟ a partir de la posición de marcadores comunes. Estos 
156 nuevos microsatélites resultaron en 168 loci polimórficos, de los cuales 
99 mapearon en el mapa de „Fiesta‟ y 115 en el mapa de „Discovery‟. El 
mapa actual abarca un total de 1.145,3 cM („Fiesta‟) y de 1.417,1 cM 
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(„Discovery‟). Recientemente se han presentado dos nuevos mapas 
obtenidos de cruzamientos entre patrones de manzano. El primero basado 
en una población F1 del cruce „Malling 9‟ x „Robusta 5‟ (Celton et al., 2009), 
está construido por 298 marcadores (224 SSRs, 18 SCARs, 14 SNPs y 42 
RAPDs) identificando los 17 grupos de ligamiento de Malus. El mapa de 
„Malling 9‟ cubre una distancia genética de 1.175,7 cM mientras que el de 
„Robusta 5‟ de 1.086,7 cM. El segundo mapa, es una F1 entre un patrón 
enano 'M27' y otro vigoroso 'M116' (Fernández-Fernández et al., 2012), está 
constituido exclusivamente de marcadores microsatélite (323 loci), además 
del locus S de autoincompatibilidad, formando 17 grupos de ligamiento y 
cubriendo una distancia genética de 1.229,5 cM, lo que correspondería al 
91% del genoma Malus, basándose en el tamaño del mapa integrado de 6 
diferentes poblaciones de manzano presentado por Velasco et al. (2010) que 
cubría una distancia genética de 1.354,9 cM.  
Además de los mapas de manzano, se han construido algunos mapas 
de peral. El primero (Yamamoto et al., 2002c) fue construido con una 
población F1 de un cruzamiento interespecífico entre un peral europeo 
cultivar „Bartlett‟ y un peral japonés cultivar „Housui‟. El mapa de „Bartlett‟ 
está constituido por 226 loci, de los cuales 49 son microsatélites, repartidos 
entre 18 grupos de ligamiento y cubriendo una distancia genética de 949 cM. 
El mapa del parental masculino „Housui‟ presenta 154 loci, de los cuales 42 
son microsatélites, formando 17 grupos de ligamiento y abarcando 926 cM 
de distancia genética. Yamamoto et al. (2004b) presentaron la nueva versión 
más saturada de este mapa. Al mapa de „Bartlett‟ se le añadieron 30 nuevos 
loci, llegando a un total de 256, de los cuales 76 fueron microsatélites (27 
más), formando 19 grupos de ligamiento y cubriendo una distancia genética 
de 1.020 cM. El mapa de „Housui‟ también presenta en esta versión 180 loci, 
de los cuales 64 son microsatélites, distribuidos en 20 grupos de ligamiento y 
cubriendo 995 cM. Posteriormente Yamamoto et al. (2007) presentaron una 
versión mejorada del mapa de „Bartlett‟ con 447 loci, 118 de los cuales  
microsatélites, repartidos en 17 grupos de ligamiento y cubriendo 1.000 cM. 
En este mismo artículo, se presenta el mapa de otra variedad, „La France‟, 
constituido por 414 loci, de los cuales 134 son microsatélites, formando 17 
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grupos de ligamiento y con 1.156 cM de distancia genética total. La posición 
de 66 microsatélites comunes de estos dos mapas de peral con los mapas 
saturados de manzano, demostró la colinearidad de los dos genomas. 
Pierantoni et al. (2004) describieron también dos mapas de peral 
europeo que incluyen microsatélites. En el mapa de la población F1 del 
cruce „Passe Crassane‟ x „Harrow Sweet‟ se mapearon 41 microsatélites; 
mientras que en el mapa de la población F1 del cruce „Abbe Fetel‟ x „Max 
Red Bartlett‟ se mapearon 31. La comparación entre estos dos mapas y el 
del manzano, muestra también la similaridad entre los genomas de manzano 
y peral.  
En las Maloideas, los microsatélites fueron usados en diferentes 
aplicaciones, además de los estudios de variabilidad y la construcción de 
mapas genéticos, entre otras, estudios de selección asistida por marcadores 
(Hemmat et al., 1997; Khan et al., 2007; Bus et al., 2008; Celton et al., 2009; 
Stoeckli et al., 2009; Tobbut et al., 2009), estudios de sintenia (Hemmat et 
al., 2003; Pierantoni et al., 2004; Yamamoto et al., 2004, Yamamoto et al., 
2007; Lu et al., 2010), manejo de collecciones de germoplasma (van Treuren 
et al., 2010), análisis de paternidad y estudios de pedigrí (Vinatzer et al., 
2004; Kitahara et al., 2005; Evans et al., 2011), estudio del nivel de ploidía y 
del origen apomíctico o sexual de la descendecia (Bisognin et al., 2009), y 
genotipado masivo de cultivares y descendencias (Patocchi et al., 2009).  
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Tabla 6: Mapas genéticos en la bibliografía de la subfamilia Maloideae usando microsatélites 
Publicación Año Especies origen de los SSRs 
Número de 
microsatélites 
Poblaciones de los mapas 
Gianfranceschi et al. 1998 Malus x domestica 10 Manzano („Iduna‟ x A679/2) 
Maliepaard et al. 1998 Malus x domestica 10 Manzano(„Prima‟ x „Fiesta‟) 
Liebhart et al. 2002 Malus x domestica 115 Manzano („Fiesta‟ × „Discovery‟) 
Yamamoto et al. 2002c Malus x domestica, Pyrus y Prunus 64 Peral europeo „Bartlett‟ x peral japonés „Housui‟ 
Hemmat et al. 2003 Malus x domestica 41 Manzano („White Angel‟ x „Rome Beauty‟) 
Liebhart et al. 2003 Malus x domestica 129 Manzano („Fiesta‟ × „Discovery‟) 
Pierantoni et al. 2004 Malus x domestica 41, 31 Peral europeo („Passe Crassane‟ x „Harrow Sweet‟); („Abbe Fetel‟ x „Max Red Bartlett‟) 
Yamamoto et al. 2004b Malus x domestica, Pyrus y Prunus 76, 64 Peral europeo „Bartlett‟ x peral japonés „Housui‟ 
Silfverberg-Dilworth et al. 2006 Malus x domestica 156 Manzano („Fiesta‟ × „Discovery‟) 
Khan et al. 2007 Malus x domestica 2 Manzano („Fiesta‟ × „Discovery‟) 
Yamamoto et al. 2007 Malus x domestica y Pyrus 118, 134 „Bartlett‟ x „Housui‟; „Shinsei‟ x 282-12 („Housui‟ × „La France')  
Igarashi et al. 2008 Malus x domestica 54, 64 „Ralls Janet‟ x Malus sieboldii; „Delicious‟ x Malus sieboldii 
Celton et al. 2009 Malus x domestica 224 Manzano („Malling 9‟x „Robusta 5‟) 
Lu et al. 2010 Malus x domestica 29 F1 „Mishirazi‟ (Pyrus pyrifolia x P. communis) x „Jinhua‟ (Pyrus bretschneideri) 
Han et al. 2011 Malus x domestica 443 Manzano F1 („Co-op 17‟ x „Co-op 16‟) 
Fernández-Fernández et al. 2012 
Pyrus ssp., Malus x domestica, 
Prunus persica, sorbus tornalis 
323 Manzano ('M27' x 'M116') 
Zhang et al. 2013 P. Communis, P. Pyrifolia 6 Peral europeo „Bayuehong‟ x peral chino „Dangshansuli‟ 
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4.3. Microsatélites en las Rosoideas 
 
4.3.1. Microsatélites disponibles 
El género Fragaria, que incluye la fresa cultivada octoploide (F. x 
ananassa) y otras especies de diversos niveles de ploidía incluyendo varias 
diploides (F. vesca, F. viridis y F. bucharica, F. iinumae), ha sido el más 
estudiado de la subfamilia Rosoideae por ser el más importante 
económicamente. Los primeros 18 microsatélites de Fragaria fueron 
desarrollados por Nourse et al. (2002) en F. x ananassa a partir de una 
genoteca genómica de la variedad „Earliglow‟. Desde entonces se han 
publicado diversos trabajos de desarrollo de microsatélites mayoritariamente 
en este género, pero también en otros dentro de esta subfamilia que se 
resumen en la Tabla 7. 
Los primeros trabajos de desarrollo de microsatélites en las Rosoideas 
se realizaron en el género Rubus (Amsellem et al., 2001; Graham et al., 
2002). En rosa encontramos en la bibliografía únicamente dos trabajos de 
desarrollo de microsatélites; uno en Rosa wichurana (Zhang et al., 2006) y 
otro en Rosa hybrida (Park et al., 2010). Arens et al. (2004) obtuvieron los 
únicos microsatélites del género Geum que fueron 13 a partir de genotecas 
genómicas de la especie silvestre Geum urbanum. Recientemente y gracias 
a la técnica de secuenciación, Dobeš y Scheffknecht (2012) desarrollaron 74 
microsatélites, usando el secuenciador 454, de la especie Potentilla pusilla 
Host, de los cuales 72 resultaron polimórficos. 
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Tabla 7: Microsatélites de la subfamilia Rosoideae disponibles en la bibliografía 
   
Nº de Microsatélites  
Publicación Año Especies orígenes de los microsatélites Genómicos ESTs 
Amsellem et al. 2001 Rubus alceifolius 8   
Graham et al. 2002 Rubus idaeus 10   
Nourse et al. 2002 Fragaria x ananassa 18   
Ashley et al. 2003 Fragaria virginiana  4   
James et al. 2003 Fragaria vesca 10   
Sargent et al. 2003 Fragaria viridis 22   
Arens et al. 2004 Geum urbanum 13   
Cipriani y Testolin 2004 F. vesca 20   
Graham et al. 2004 R. idaeus 66 8 
Hadonou et al. 2004a F. vesca 21   
Lewers et al. 2005 F. x ananassa (gen), Fragaria ssp. (ESTs) 28 25 
Bassil et al. 2006 F. x ananassa   37 
Cipriani et al. 2006 F. vesca (gen), F. x ananassa (ESTs) 45  23 
Gil-Ariza et al. 2006 F. x ananassa   10 
Keniry et al. 2006 F. x ananassa   14 
Lopes et al. 2006 Rubus hochstetterorum 41 
 
Monfort et al. 2006 F. vesca 36   
Sargent et al. 2006 Fragaria nubicola (gen) y F. x ananassa (ESTs) 31  14 
Shimomura y Hirashima 2006 F. x ananassa 4   
Zhang et al. 2006 Rosa wichurana  30   
Hibrand-Saint Oyantet al. 2008 R. wichuraiana (gen, ESTs) y R. hybrida (ESTs) 14 26 
Lewers et al. 2008 Rubus L 
 
33 
Rousseau-Gueutin et al. 2008 F. x ananassa 50   
Spigler et al. 2008 
F. vesca, F. x ananassa y EST contigs de 
Rosáceas 
  331 
Sargent et al. 2008 F. x ananassa 38   
Woodhead et al. 2008 Rubus idaeus 
 
25 
Castillo et al. 2010 Rubus idaeus y Rubus hybrid 12 1 
Park et al. 2010 Rosa hybrida 
 
287 
Zorrilla-Fontanesi et al. 2011 F. x ananasa y F. vesca 2 120 
Dobeš y Scheffknecht 2012 Potentilla pusilla 74 
 
Chambers et al. 2013 F. vesca 8 
 
 
4.3.2. Aplicaciones en estudios de variabilidad 
El primer estudio de variabilidad en esta subfamilia fue realizado por 
Hadonou et al. (2004a) en la fresa silvestre (F. vesca) (Tabla 8). Los trabajos 
en este ámbito se concentran en el género Fragaria y son escasos en otras 
especies de la subfamilia como en rosa o en frambuesa.  
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Tabla 8: Estudios de variabilidad en la subfamilia Rosoideae usando microsatélites 
Publicación Año Especies estudiadas Especies origenes de los microsatélites 
Número de los 
microsatélites 
Número de genotipos 
estudiados 
Hadonou et al. 2004a Fragaria vesca Fragaria vesca 26 15 
Govan et al. 2008 F. x ananassa, F. Chiloensis, F. virginiana Fragaria ssp. 10 60 
Lopes et al. 2008 Rubus hochstetterorum Rubus hochstetterorum 15 30 
Gil-Ariza et al. 2009 F. x ananassa F. x ananassa 10 92 
Brunings et al. 2010 F. x ananassa Fragaria ssp. 9 26 
Park et al. 2010 Rosa hybrida Rosa hybrida 20 47 
Castillo et al. 2010 Rubus idaeus, Rubus hybrid Rubus idaeus, Rubus hybrid 13 48, 48 
Horvath et al. 2011 F. x ananassa F. vesca y F. x ananassa 23 87 
Njuguna et al. 2011 F. nipponica, F. iinumae F. vesca y F. x ananassa 20 137 
Dossett et al. 2012 Rubus occidentalis Rubus ssp. 21 148 
Min-Young et al. 2012 F. x ananassa F. nubicola y F. x ananassa 18 59 
Farooq et al. 2013 Rosa ssp. R. hybrida, R. wichuraiana 10 36 
Isobe et al. 2013 F x ananassa F. vesca y F. x ananassa 45 129 
Chambers et al. 2013 Fragaria ssp. F. vesca 8 219 
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4.3.3. Construcción de mapas genéticos y otras aplicaciones a la 
genética y mejora 
En la subfamilia de las Rosoideas se construyeron diferentes mapas 
para sus tres géneros más importantes Fragaria, Rosa y Rubus incluyendo 
marcadores de tipo microsatélite (ver Tabla 9). 
El primer mapa incluyendo microsatélites de la subfamilia Rosoideae 
fue el desarrollado en una población F2 de Rosa hybrida procedente de un 
cruzamiento entre la linea anfidiploide 86-7 y la linea tetraploide 82-1134 por 
Rajapkse et al. (2001). El mapa consistía básicamente en AFLPs, pero 
contenía dos microsatélites de melocotonero, pchgms2 y pchgms3, después 
de haber probado 21 (13 de melocotonero, 5 de manzano y 3 de guindo). El 
mapa de 86-7 está constituido por 171 marcadores formando 15 grupos de 
ligamiento y cubriendo más de 902 cM de distancia genética. El mapa de 82-
1134 está construido con 167 marcadores que forman 14 grupos de 
ligamiento y abarcando más de 682 cM del genoma. Zhang et al. (2006) 
presentaron una nueva versión de este mismo mapa incluyendo 
especialmente nuevos microsatélites derivados de Rosa wichurana. El nuevo 
mapa de 86-7 engloba 286 marcadores, de los cuales 24 loci son 
microsatélites, formando 20 grupos de ligamiento y sumando una distancia 
genética 920 cM. El mapa del parental masculino 82-1134 incluye 256 
marcadores, de los cuales 17 son microsatélites, repartidos en 14 grupos de 
ligamiento y cubriendo una distancia genética de 770cM. 
Sargent et al. (2004a), presentaron un mapa de Fragaria diploide, de 
una población F2 derivada de un cruce interespecífico entre Fragaria vesca f. 
semperflorens cultivar FDP815 y F. nubicola cultivar „FDP601‟. En esta 
primera versión, el mapa estaba constituido esencialmente por microsatélites 
(68 de una total de 78 marcadores) que se distribuyeron en los siete grupos 
de ligamiento esperados y cubriendo una distancia genética de 448 cM. Este 
mapa se convirtió en de referencia de Fragaria y en su última versión 
contenía un total de 296 marcadores, de los cuales 270 son microsatélites y 
cubriendo 578 cM del genoma (Sargent et al., 2008). Para confirmar la 
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validez de este mapa como referencia del género Fragaria, se comparó con 
el mapa de F. vesca de la población F1 del cruce „91.333.2‟ x „Snovit‟ 
construido por Cipriani et al. (2006) con el que guardaba una colinearidad 
completa (Sargent et al., 2008). 
Recientemente, Isobe et al. (2013) presentaron un mapa intergrado de 
F x ananassa, construido exclusivamente por marcadores microsatélites, 
usando 3 poblaciones de mapeo. Los 1.856 SSRs se repartieron en los 28 
grupos de ligamiento esperados y cubrieron 2.364,1 cM de distancia 
genética. 
Tabla 9: Mapas genéticos en la bibliografía de la subfamilia Rosoideae usando 
microsatélites 
Publicación Año Mapa 
Rajapakse et al. 2001 F2 Rosa hybrida (86-7 x „Basye's Blueberry‟ 82–1134) 
Graham et al. 2004 F1 Rubus idaeus („Glen Moy‟ x „Latham‟) 
Hadonou et al. 2004b F2 F. vesca („Yellow Wonder‟ x „Pawtuckaway‟) 
Sargent et al. 2004a F2 F. vesca f. semperflorens FDP815 x F. nubicola* FDP601 
Cipriani et al. 2006 F1 F. vesca (91.333.2 x „Snovit‟)  
Davis et al. 2006 F1 F. vesca („Baron Solemacher‟ x WC6) 
Nier et al. 2006 BC1 F. vesca x (F. vesca x F. viridis) 
Sargent et al. 2006 F2 F. vesca 815 x F. nubicola 601 
Zhang et al. 2006 F2 Rosa hybrida (86-7 x „Basye's Blueberry‟ 82-1134) 
Hibrand-Saint Oyant et al. 2008 F1 'H190' x R. wichuraiana 
Rousseau-Gueutin et al. 2008 F1 F. x ananassa („Capitola‟ x „CF1116‟), F2 F. v. x F. n. 
Spigler et al. 2008 F1 F. virginiana (Y33b2 x O477) 
Sargent et al. 2008 F2 F. vesca 815 x F. nubicola 601 
Woodhead et al. 2008 F1 Rubus idaeus („Glen Moy‟ x „Latham‟) 
Sargent et al. 2009 F1 F. x ananassa („Redgauntlet‟ x „Hapil‟) 
Gar et al. 2011 F1 Rosa hybrida („Golden Gate‟ x „Fragrant Cloud‟) 
Zorrilla-Fontanesi et al. 2011 F2 F. vesca 815 x F. bucharica 601 
Bushakra et al. 2012 F1 Rubus occidentalis „96395S1‟ x Rubus idaeus „Latham‟ 
Ward et al. 2013 F1 Rubus idaeus 'Heritage' x 'Tulameen' 
F. nubicola* ha sido reclasificada recientemente como F. bucharica  
 
Los microsatélites de las Rosoideas fueron igualmente utilizados en 
estudios de identificación varietal (Shimomura y Hirashima, 2006; Govan et 
al., 2008), comparación de mapas (Nier et al., 2006; Rousseau-Gueutin et 
al., 2008; Sargent et al., 2008; Sargent et al., 2009b; Spigler et al., 2010; Gar 
et al., 2011; Bushakra et al., 2012; Isobe et al., 2013) y en estudios de 
estructura poblacional (Horvath et al., 2011; Njuguna et al., 2011). 
                                                                                                                          INTRODUCCIÓN GENERAL 
 
 
65 
 
 
5. Transferencia de microsatélites en las Rosáceas 
 
Gracias a la conservación de sus regiones flanqueantes en especies 
próximas, los microsatélites desde su descubrimiento fueron objeto de 
ensayos de transferibilidad. A continuación resumimos la información 
existente sobre la transferencia de los microsatélites a diferentes niveles de 
proximidad en las Rosáceas: entre diferentes especies del mismo género, 
primero Prunus (Tabla 10) y luego especies del mismo género en las 
subfamilias Maloideae y Prunoideae (Tabla 11), y finalmente entre especies 
pertenecientes a diferentes subfamilias (Tabla 12). 
La transferibilidad de los microsatélites en diferentes especies de 
Prunus es generalmente alta (Cipriani et al., 1999, Dirlewanger et al., 2002), 
de modo que los microsatélites desarrollados fueron testados y 
frecuentemente polimórficos en cualquier especie de este género. Esto 
resultó en una gran ventaja en la construcción de mapas genéticos, ya que 
generó un amplio juego de marcadores, la mayoría mapeados en el mapa de 
referencia, que podían ser elegidos para la construcción de nuevos mapas o 
para la saturación de regiones específicas que contenían genes o QTLs de 
interés (Dirlewanger et al., 2004a; Arús et al., 2005; Dondini et al., 2007; 
Olmstead et al., 2008; Clarke et al., 2009). Puede verse también que los 
datos más bajos de transferibilidad ocurren entre las especies del subgénero 
Cerassus y las de los otros dos subgéneros, lo que confirma su ya conocida 
lejanía genética, tal como sugiere el hecho de que son subgéneros en los 
que es muy difícil obtener híbridos interespecíficos (Watkins, 1976). 
En el primer trabajo de desarrollo de microsatélites en melocotonero, 
Cipriani et al. (1999) estudiaron la amplificación de 17 microsatélites en siete 
especies de Prunus, confirmando la alta transferibilidad de estos marcadores 
dentro del mismo género. Tanto en este trabajo como en muchos de los 
posteriores que abordaban la transferibilidad, los autores se limitaban a 
comprobar si se producía amplificación de los microsatélites en diferentes 
especies de Prunus (Sosinski et al., 2000; Dirlewanger et al., 2002; Struss et 
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al., 2003; Messina et al., 2004a; 2004b; Mnejja et al., 2004; 2005; Nishitani et 
al., 2007; Wang et al., 2012) sin considerar su polimorfismo, es decir, sin 
informar de la utilidad de los microsatélites estudiados en cada una de las 
especies. Además de los trabajos que aprovecharon la transferibilidad de los 
microsatélites para usarlos en diversas especies, también hay en la 
bibliografía algunos ensayos específicos de transferibilidad que consideran 
tanto la amplificación como el polimorfismo de los SSRs en diferentes 
especies del mismo género Prunus (Decroocq et al., 2003; Martínez-Gómez 
et al., 2003a; Wünsch, 2009) (Tabla 10). 
En la Tabla 11, se enumeran los diferentes trabajos que abordaban la 
transferencia de los microsatélites entre especies del mismo género de las 
dos subfamilias Maloideae (Malus, Pyrus y Sorbus) y Rosoideae (Fragaria, 
Geum, Rubus y Rosa). Los resultados de estos estudios ponen de 
manifiesto un elevado nivel de transferencia, tal como ocurre entre especies 
del género Prunus.  
La situación es diferente cuando se considera la transferibilidad de 
SSRs entre diferentes géneros dentro de la misma subfamilia (Tabla 12), 
donde el porcentaje de éxito es claramente inferior y frecuentemente nulo, 
con la excepción de varios géneros de la subfamilia Maloideae, lo que 
indicaría que la proximidad genética entre los géneros de esta subfamilia es 
mayor que en las demás. 
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Tabla 10: Transferencia de los microsatélites en Prunus 
    
Microsatélites 
Publicación Año Especie origen Especie objetivo Nº total Amp
1
 (%) Pol
2
 (%) 
Cipriani et al. 1999 P. persica P. dulcis 17 82,4 n.d. 
    P. persica P. armeniaca 17 76,5 n.d. 
    P. persica P. salicina 17 76,5 n.d. 
    P. persica P. domestica 17 82,4 n.d. 
    P. persica P. avium 17 76,5 n.d. 
    P. persica P. cerasus 17 70,6 n.d. 
Downey y Iezzoni 2000 P. persica, P. avium, P. cerasus P. serotina 8 50,0 50,0 
Sosinski et al. 2000 P. persica P. armeniaca 7 100,0 n.d. 
    P. persica P. cerasus 7 57,1 n.d. 
Cantini et al. 2001 P. persica, P. avium, P. cerasus P. cerasus 10 100,0 100,0 
Dirlewanger et al. 2002 P. persica P. avium 41 80,5 43,2 
Hormaza 2002 P. persica, P. avium, P. cerasus P. armeniaca 37 83,8 54,1 
Wang et al. 2002 P. persica P. armeniaca 17 58,8 47,1 
    P. persica Prunus ssp. 17 58,8 52,9 
Wünsch y Hormaza 2002 P. persica P. avium 34 70,6 41,2 
Clarke y Tobbut 2003 P. avium P. persica 21 57,1 33,3 
Decroocq et al. 2003 P. armeniaca P. domestica 10 100,0 90,0 
    P. armeniaca P. persica 10 100,0 40,0 
    P. armeniaca P. avium 10 70,0 50,0 
    P. armeniaca P. cerasus 10 90,0 70,0 
Martínez-Gómez et al. 2003ª P. persica (16), P. avium (3) P. persica 19 94,7 89,5 
    P. persica (16), P. avium (3) P. dulcis 19 78,9 78,9 
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Tabla 10 (continuación) 
    
Microsatélites 
Publicación Año Especie origen Especie objetivo Nº total Amp
1
 (%) Pol
2
 (%) 
Martínez-Gómez et al. 2003b P. persica (16), P. avium (2) P. argentea 18 72,2 33,3 
  
P. persica (16), P. avium (2) P. bucharica 18 66,7 44,4 
    P. persica (16), P. avium (2) P. davidiana 18 88,9 33,3 
    P. persica (16), P. avium (2) P. dulcis 18 83,3 83,3 
  
P. persica (16), P. avium (2) P. glandulosa 18 33,3 22,2 
    P. persica (16), P. avium (2) P. kuramica 18 72,2 33,3 
    P. persica (16), P. avium (2) P. mira 18 83,3 44,4 
    P. persica (16), P. avium (2) P. pedunculata 18 61,1 22,2 
    P. persica (16), P. avium (2) P. persica 18 100,0 94,4 
    P. persica (16), P. avium (2) P. petunikowii 18 38,4 16,7 
    P. persica (16), P. avium (2) P. scoparia 18 55,6 11,1 
    P. persica (16), P. avium (2) P. tangutica 18 55,6 22,2 
    P. persica (16), P. avium (2) P. webbii 18 83,3 50,0 
Romero et al. 2003 P. persica P. armeniaca 16 68,8 68,8 
Struss et al. 2003 P. avium P. salicina 15 86,7 n.d. 
    P. avium P. persica 15 80,0 n.d. 
    P. avium P. armeniaca 15 100,0 n.d. 
Zhebentyayeva et al. 2003 P. persica P. armeniaca 30 60,0 40,0 
Ahmad et al. 2004 P. avium P. salicina, pluot 25 80,0 76,0 
    P. persica  P. salicina, pluot 3 100,0 100,0 
    P. avium P. armeniaca 25 92,0 92,0 
    P. persica P. armeniaca 3 100,0 100,0 
Decroocq et al. 2004 P. armeniaca P. domestica 10 100,0 100,0 
Foulongne et al. 2004 P. persica Prunus ssp. 28 n.d. n.d. 
Gao et al. 2004 Prunus ssp. P. mume 14 n.d.   
Messina et al. 2004a P. armeniaca Prunus ssp. 20 n.d. n.d. 
Messina et al. 2004b P. armeniaca y P. dulcis Prunus ssp. 20, 20 n.d. n.d. 
Mnejja et al. 2004 P. salicina P. dulcis 27 77,8 n.d. 
    P. salicina P. persica 27 85,2 n.d. 
Testolin et al. 2004 P. dulcis Prunus ssp. 20 30,0 
3
 n.d. 
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Tabla 10 (continuación) 
    
Microsatélites 
Publicación Año Especie origen Especie objetivo Nº total Amp
1
 (%)
 
Pol
2
 (%)
 
Mnejja et al. 2005 P. dulcis P. persica 25 100,0 n.d. 
    P. dulcis P. avium 25 88,0 n.d. 
    P. dulcis P. salicina 25 84,0 n.d. 
    P. dulcis P. armeniaca 25 84,0 n.d. 
Ohta et al. 2005 P. persica Prunus ssp. subgénero cerasus 71 69,0
 
26,7
3 
    P. avium Prunus ssp. subgénero cerasus 12 75,0
 
41,7
3 
    P. cerasus Prunus ssp. subgénero cerasus 2 100,0
 
50,0
3 
Sánchez-Pérez et al. 2005a P. persica P. armeniaca 17 100,0 82,4 
Sánchez-Pérez et al. 2005b P. persica P. dulcis 6 100,0 100,0 
Krichen et al. 2006 P. salicina, P. dulcis, P. persica P. armeniaca 26 n.d. n.d. 
Romero et al. 2006 P. persica P. armeniaca 12 100,0 100,0 
He et al. 2007 P. persica, P. avium y Malus x domestica P. armeniaca 96 n.d. 41,7 
Nishitani et al. 2007 P. persica P. salicina 62 95,2 n.d. 
    P. persica P. armeniaca 62 95,2 n.d. 
    P. persica P. avium 62 93,6 n.d. 
Hayashi et al. 2008 P. persica P. mume 37 67,6 n.d. 
    P. armeniaca P. mume 21 66,7 n.d. 
Zhang et al. 2008 P. persica, P. avium, P. cerasus, P. armeniaca P. tomentosa, P. humilis, P. japonica y P. glandulosa 110 n.d. 40,0 
Pairon et al. 2008 P. persica, P. avium, P. cerasus P. serotina 67 38,8 26,9 
Tsuda et al. 2009 subfamilia Prunoideae 6 especies de cerezo ornamentales 96 65,6 13,5 
Wünsch 2009 P. persica (16), P. avium (2) P. persica 18 72,2
3 
61,1 
    P. persica (16), P. avium (2) P. dulcis 18 72,2
3 
66,7 
    P. persica (16), P. avium (2) P. armeniaca 18 72,2
3
 55,6 
    P. persica (16), P. avium (2) P. domestica 18 72,2
3
 72,2 
    P. persica (16), P. avium (2) P. insititia 18 72,2
3
 72,2 
    P. persica (16), P. avium (2) P. salicina 18 72,2
3
 61,1 
    P. persica (16), P. avium (2) P. cerasifera 18 72,2
3
 61,1 
    P. persica (16), P. avium (2) P. avium 18 72,2
3
 66,7 
    P. persica (16), P. avium (2) P. cerasus 18 72,2
3
 55,6 
    P. persica (16), P. avium (2) P. mahaleb 18 72,2
3
 50,0 
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Tabla 10 (continuación) 
    
Microsatélites 
Publicación Año Especie origen Especie objetivo Nº total Amp
1
 (%)
 
Pol
2
 (%)
 
Wang et al. 2012 P. virginiana  P. cerasus 246 65,4 53,0 
  
P. virginiana P. serotina 246 63,0 n.d. 
  
P. virginiana P. avium 246 62,4 13,9 
  
P. virginiana P. persica 246 61,8 n.d. 
  
P. virginiana P. nigra x P. salicina 246 57,7 n.d. 
  
P. virginiana P. armeniaca 246 56,5 n.d. 
  
Prunus ssp.(n.d.) P. virginiana 108 86,1 67,6 
 
1
 porcentaje de microsatélites que presentaron amplificación 
2
 porcentaje de microsatélites que presentaron polimorfismo 
3
:porcentaje de microsatélites que amplifican o que son polimórficos en todas las especies ensayadas 
n.d.: no determinado 
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Tabla 11: Transferencia de los microsatélites en los géneros de las subfamilias Maloideas y Rosoideas 
        Microsatélites 
Publicación Año Especie origen Especie objetivo Nº total Amp
1
 (%) Pol
2
 (%) 
Subfamilia Maloideae 
Hokanson et al. 1997 Malus x domestica Malus ssp. 5 100,0 100,0 
Benson et al. 2001 Malus x domestica Malus hupehensis n.d. n.d. n.d. 
Oddou-Muratorio et al. 2001 Sorbus torminalis Sorbus ssp. 9 n.d. n.d. 
Kimura et al. 2002 Pyrus pyrifolia, Pyrus communis Pyrus ssp. 9 100,0 100,0 
Yamamoto et al. 2002 Pyrus communis y pyrifolia Pyrus ssp. 9 100,0 88,9 
Fernandez-fernandez et al. 2006 Pyrus communis Pyrus ssp. 19 100,0 100,0 
Subfamilia Rosoideae 
Amsellem et al. 2001 Rubus alceifolius Rubus ssp. 4 100,0 100,0 
Graham et al. 2002 Rubus idaeus Rubus ssp. 10 100,0 n.d. 
Ashley et al. 2003 F. virginiana, F x ananassa F. x ananassa, F. chiloensis, F. virginiana 8 100,0 100,0 
Sargent et al. 2003 F. viridis F. vesca 22 68,2 68,2 
Arens et al. 2004 Geum urbanum Geum ssp. 13 n.d. n.d. 
Cipriani y Testolin 2004 F. vesca F x ananassa 20 95,0 n.d. 
    F. vesca F. chiloensis 20 80,0 n.d. 
Hadonou et al. 2004 F. vesca F. x ananassa 31 100,0 n.d. 
    F. vesca 7 Fragaria diploide ssp. 31 67,7 
3
 n.d. 
Sargent et al. 2004b F. vesca 8 Fragaria diploide ssp. 28 n.d. n.d. 
Lewers et al. 2005 Rubus alceifolius Rubus hybrid 8 25,0 12,5 
  
Rubus alceifolius Rubus idaeus y R. occidentalis 8 25,0 25,0 
Bassil et al. 2006 F. x ananassa F. vesca 37 89,2 n.d. 
    F. x ananassa F. chiloensis, F. virginiana 37 100,0 n.d. 
Cipriani et al. 2006 F. vesca 16 Fragaria ssp. 20 70,0
4 
n.d. 
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Tabla 11 (continuación) 
        Microsatélites 
Publicación Año Especie origen Especie objetivo Nº total Amp
1
 (%) Pol
2
 (%) 
Davis et al. 2006 F. x ananassa F. vesca 16 98,4 n.d. 
  
F. x ananassa F. iinumae 16 93,8 n.d. 
  
F. x ananassa F. nubicola 16 93,8 n.d. 
  
F. x ananassa F. mandshurica 16 87,5 n.d. 
  
F. x ananassa F. nilgerrensis 16 75,0 n.d. 
    F. x ananassa F. viridis 16 73,4 n.d. 
Gil-Ariza et al. 2006 F. x ananassa 8 Fragaria ssp. 10 100,0 n.d. 
Monfort et al. 2006 F. vesca Fragaria diploide ssp. 36 81,0 
4
 n.d. 
    F. vesca F x ananassa 36 94,0 n.d. 
Sargent et al. 2006 F. nubicola y F. x ananassa F x ananassa 45 100,0 100,0 
Zhang et al. 2006 Rosa wichurana Rosa hybrida 43 69,8 n.d. 
Rousseau-Geuttin et al. 2008 F. Vesca F x ananassa (mapa „Capitola‟ x „CF1116‟) 41 n.d. 70,7 
  
F. Viridis F x ananassa (mapa „Capitola‟ x „CF1116‟) 31 n.d. 41,9 
  
F. nubicola F x ananassa (mapa „Capitola‟ x „CF1116‟) 2 n.d. 100,0 
  
F. virginiana F x ananassa (mapa „Capitola‟ x „CF1116‟) 2 n.d. 100,0 
Woodhead et al. 2008 Rubus idaeus R. idaeus x R. fructicosus 25 80,0 n.d. 
  Rubus idaeus R. fructicosus 25 72,0 n.d. 
  Rubus idaeus R. geoides 25 80,0 n.d. 
  Rubus idaeus R. grabowski 25 80,0 n.d. 
  Rubus idaeus R. lacustre 25 76,0 n.d. 
  Rubus idaeus R. macraei 25 64,0 n.d. 
  Rubus idaeus R. mesogaeus 25 76,0 n.d. 
  Rubus idaeus R. coreanus 25 28,0 n.d. 
  Rubus idaeus R. strigosus 25 100,0 n.d. 
1
: porcentaje de microsatélites que presentaron amplificación 
2
: porcentaje de microsatélites que presentaron polimorfismo 
3
: microsatélites que amplifican en todas las especies ensayadas8 
4
: promedio del porcentaje de microsatélites que amplifican en las diferentes especies ensayadas 
n.d.: no determinado 
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Tabla 12: Transferencia de los microsatélites entre especies de diferentes géneros de la familia Rosaceae 
    
Microsatélites 
Publicación Año Especie origen Especie objetivo Nº total Amp
1
 (%) Pol
2
 (%) 
    Transferibilidad de microsatélites entre especies de diferentes géneros de la misma subfamilia       
Oddou-Muratorio et al. 2001 Sorbus torminalis Malus ssp. 6 44,0 n.d. 
  
Sorbus torminalis Pyrus ssp. 6 61,0 n.d. 
    Sorbus torminalis Mespilus germanicus 6 16,0 n.d. 
Yamamoto et al. 2001 Malus x domestica Pyrus ssp. 7 100,0 100,0 
Liebhart et al. 2002 Malus x domestica Maloideae 15 100,0 n.d. 
Yamamoto et al. 2002c Malus x domestica Pyrus (mapa „Bartlett‟ x „Houssui‟) 31 n.d. 45,2 
Hemmat et al. 2003 Malus x domestica Pyrus communis 41 81,0 n.d. 
Pierantoni et al. 2004 Malus x domestica  Pyrus communis (mapas: PC x HS; AF x MRB) 112 n.d. 78,5; 79,4 
Yamamoto et al. 2004a Malus x domestica y Pyrus communis y P. pyrifolia Cydonia oblonga 118 65,3 33,1 
Lewers et al. 2005 Fragaria (SSRs genómicos) Rubus hybrid 23 26,1 13,0 
  
Fragaria (SSRs genómicos) Rubus idaeus y R. occidentalis 28 17,9 10,7 
  
Fragaria (SSRs derivados de ESTs) Rubus hybrid 19 31,6 5,3 
  
Fragaria (SSRs derivados de ESTs) Rubus idaeus y R. occidentalis 20 20,0 5,0 
  
Fragaria vesca Rubus hybrid 8 12,5 0,0 
  
Fragaria vesca Rubus idaeus y R. occidentalis 10 20,0 20,0 
  
Fragaria virginiana Rubus hybrid 1 100,0 0,0 
  
Fragaria virginiana Rubus idaeus y R. occidentalis 4 25,0 0,0 
Soriano et al. 2005 Malus x domestica Eriobotrya japonica 30 66,7 43,3 
Fernandez-fernandez et al. 2006 Pyrus communis Malus ssp. 19 73,7 47,4 
Rousseau-Geuttin et al. 2008 Rosa hybrida F x ananassa (mapa „Capitola‟ x „CF1116‟) 14 n.d. 14,3 
Gasic et al. 2009 Malus x domestica Pyrus communis 68 58,8 n.d. 
Park et al. 2010 Rosa hybrida F. ananasa, F. vesca 272 60,7 46,7 
Yao et al. 2010 Malus x domestica Pyrus ssp. 94 76,6 42,6 
Zorrilla-Fontanesi et al. 2011 F. x ananasa y F. vesca Rosa  174 27,0 17,2 
  
F. x ananasa y F. vesca Rubus idaeus 174 19,1 9,8 
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Tabla 12 (continuación) 
    
Microsatélites 
Publicación Año Especie origen Especie objetivo Nº total Amp
1
 (%) Pol
2
 (%) 
    Transferibilidad de microsatélites entre especies de diferentes subfamilias       
Cipriani et al. 1999 Prunus persica Malus 17 17,6 n.d. 
Rajapakse et al. 2001 Malus x domestica, Prunus persica, P. cerasus Rosa hybrida 21 76,2 9,5 
Liebhart et al. 2002 Malus x domestica Amygdaloideae 15 6,7 n.d. 
Yamamoto et al. 2002c Prunus persica Pyrus (mapa „Bartlett‟ x „Houssui‟) 60 n.d. 10,0 
  
Prunus avium Pyrus (mapa „Bartlett‟ x „Houssui‟) 6 n.d. 16,7 
Testolin et al. 2004 Prunus dulcis Malus x domestica 20 10,0 n.d. 
Lewers et al. 2005 P. persica, Malus x domestica, Pyrus communis Fragaria ssp. y Rubus ssp. 6 0,00 - 
Cipriani et al. 2006 Fragaria vesca Prunus ssp. y Malus 20 n.d. n.d. 
Nishitani et al. 2007 Prunus persica Malus x domestica 62 40,3 n.d. 
  
Prunus persica Pyrus ssp. 62 45,2 n.d. 
  
Prunus persica Fragaria x ananassa 62 40,3 n.d. 
    Prunus persica Rosa hybrida 62 51,6 n.d. 
Rousseau-Geuttin et al. 2008 Prunus persica F x ananassa (mapa „Capitola‟ x „CF1116‟) 3 n.d. 33,3 
Gasic et al. 2009 Malus x domestica Rosa hybrida 68 29,4 n.d. 
  
Malus x domestica Fragaria vesca, F. moschata, F. virginiana, F. nipponica, F. pentaphylla 68 48,5 n.d. 
  
Malus x domestica Prunus armeniaca 68 25,0 n.d. 
  
Malus x domestica Prunus domestica 68 29,4 n.d. 
  
Malus x domestica Prunus salicina 68 35,3 n.d. 
  
Malus x domestica Prunus dulcis 68 36,8 n.d. 
  
Malus x domestica Prunus persica 68 38,2 n.d. 
  
Malus x domestica Prunus cerasus 30 30 n.d. 
  
Malus x domestica Prunus avium 30 30 n.d. 
Wang et al. 2012 Prunus virginiana  Malus x domestica 212 63,7 n.d. 
  Prunus virginiana Malus x ‘Dolgo’ 212 60,8 n.d. 
  Prunus virginiana Amelanchier alnifolia 212 54,7 n.d. 
  Prunus virginiana Rubus idaeus 212 51,9 n.d. 
  Prunus virginiana Pyrus communis 212 31,6 n.d. 
1
: porcentaje de microsatélites que presentaron amplificación 
2
: porcentaje de microsatélites que presentaron polimorfismo 
n.d.: no determinado 
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La presente tesis tiene como principales objetivos: 
 
1- Desarrollar nuevos marcadores de tipo microsatélite en Prunus usando 
genotecas de ADN enriquecidas (almendro y ciruelo japonés) y secuencias 
microsatélites en las bases de datos de ESTs (melocotonero y almendro).  
 
2-  Estudiar la transferibilidad de los microsatélites de Prunus a las especies 
cultivadas de las rosáceas, incluyendo seis especies de Prunus, y tres de otros 
géneros: manzano (Malus x domestica), peral (Pyrus comunis) y fresa octoploide 
(Fragaria x ananassa).  
 
3- Aplicar los microsatélites desarrollados al estudio de la variabilidad 
molecular del almendro y del ciruelo japonés. 
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Table 1S: EST-derived almond microsatellites 
Locus 
Primer sequence (5’-3’) Ta
1
 Size (bp) Repeat motif 
(GenBank accession no) 
EPDCU5062 F: GTCAATGCTCCCCAACTCAT 
57 166 (GCA)6 
(BU575062) R: TGTTGTCCCTGTCCTCCTTC 
EPDCU4658 F: GGGCGTGAAGGTGTTACTGT 
57 184 (TC)24 
(BU574658) R: GGTGACACAGAAGAGAGCAGAA 
EPDCU4466 F: ACCCCACCACAAGTCCAATA 
60 133 
(CA)2-(CAG)6-
(CAA)3-(CAG)8 (BU574466) R: CTGCTGATGCTGATGCTGAT 
EPDCU4017 F: CTGAGCCCACCTCTGTTCTC 
57 152 (CGG)7 
(BU574017) R: CAAGCAGGTGGTTGTGTCTG 
EPDCU3392 F: CTTTTCATGGGTTCCTCACC 
57 123 (GA)17 
(BU573392) R: ATCAACCAGTTCACGCACAA 
EPDCU3122 F: AGCGGAGTGTACAGCAAGGT 
57 177 (CAA)8 
(BU573122) R: TATGTTGTTTCCGGCATTGA 
EPDCU3083 F: TCTTCTCCCTCTCCCTCAGC 
57 121 (TC)11 
(BU573083) R: CCCATGACCCTCTTCTTCAA 
EPDCU2862 F: GTGGAAAAACCTGCTCCAGA 
57 146 
(GAC)2-(GAT)7-
(GCT)3 (BU572862) R: TCATTCTCTTCCCCAGATGC 
EPDCU2584 F: TTCAGCTCATCTAGTTTCATCACC 
57 132 
(TTC)4-(CTT)2-
(TTC)3 (BU572584) R: CACGGTTCGAACAACATCTG 
EPDCU5100 F: CTCTTCTCGCCTCCCAATTT 
57 174 (GA)7-(GA)4 
(BU575100) R: TGCTTAGCCCTGGGTACAAG 
EPDCU5046 F: CGAAATCGGCCTACAGAGAC 
60 182 (GA)9 
(BU575046) R: CGAAAAAGGCCACTGTCAAT 
EPDCU4805 F: ATGTTGGTTGGGGAGTTGAG 
57 187 (AT)8 
(BU574805) R: CCCCTTCCTCATCGTCTGTA 
EPDCU3647 F: GGGGCGTTTCTCACTCTTAAT 
47 110 (TC)9 
(BU573647) R: AAACCAAAAAGAGAAGGGCTTT 
EPDCU3547 F: AGGGGTGTTCTAAGGGCAGT 
57 162 (CAA)5 
(BU573547) R: TTCATGCTGCTGCTCTTGTT 
EPDCU3537 F: ACGCGAAGCCAAAACAAATA 
57 135 (GA)8 
(BU573537) R: GAAACGAAAAGAGGGGAAGC 
EPDCU3516 F: ACCGTTAACGAGGCTCAGTC 
57 183 (GCG)5 
(BU573516) R: ACCTCCACTGCCATATCCAC 
EPDCU3454 F: GAGGCGGAGGAAGAAGAGGAT 
57 122 (CAG)5 
(BU573454) R: TGCTGCTGATGAAGGAGATG 
EPDCU3158 F: GTTCGGAGTCCAATGACGAT 
57 110 (GAT)5 
(BU573158) R: ATTGCCAGCTGATCTTGGAG 
EPDCU3146 F: CTAGGGGCAGTGTTCTCTGG 
57 152 (CAA)5 
(BU573146) R: TGCTGCTGCTCTTGTTGTCT 
EPDCU3117 F: CAGAGGGAACAGTGTGAGCA 
57 164 (GAG)6 
(BU573117) R: TGTTGTTGTCGACCCTGAAA 
EPDCU2931 F: AAATCCCTGCAGCATTTTTG 
57 142 (TA)12 
(BU572931) R: CCTCATGAGCAAATCTTCCTG 
EPDCU2804 F: TTCCCTCGGACACTCTCACT 
47 196 (CT)9 
(BU572804) R: TCGTCCGCCATTATTATTCC 
1
 Ta = annealing temperature (ºC) 
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Table 2S. EST-derived peach microsatellites 
Locus 
Primer sequence (5‟-3‟) Ta
1 
Size (bp) Repeat motif 
(GenBank accession no) 
EPPCU9268 F: CTCCGTCCCACCCTAAAAAT 
60 195 (CT)11 
(BU039268) R: ACAATGACGAAACCGAGGAG 
EPPCU9300 F: TTCCCAACTGTGAAGCTGTT 
60 148 (AG)23 
(BU039300) R: TGCTTTTCTTTCCTGGGCTA 
EPPCU9566 F: TCGACTACGTCTCCGTCTCC 
60 146 (TC)18 
(BU039566) R: AGCCGAATGCTGTCCTTAGA 
EPPCU9773 F: GCAGAGAAGCGCCTTATTTT 
60 177 (CT)14 
(BU039773) R: AGCTGATCAAGGAAGCTGGA 
EPPCU0532 F: AAAGGGCGATGTTCAGAGTG 
60 173 (AG)13 
(BU040532) R: TGACGAGTTTGTCGGTTTTG 
EPPCU1106 F: CGAAGCTGAATCGAGATTATGA 
60 199 (TC)18 
(BU041106) R: CCGAAACACAATACTCTTGCAT 
EPPCU1198 F: TTGCCAGTTCATCATTGTTTG 
57 200 (TC)18 
(BU041198) R: ACCATTATGCCTTGGTCACAGG 
EPPCU2000 F: CACTTTGTTTCTCTCCTTGCTTC 
60 120 (TC)12 
(BU042000) R: TCCTATAGCCTTGCCTCGAC 
EPPCU2256 F: TTCACCATCCTCACTTTCACA 
60 175 (TC)23 
(BU042256) R: CTAGGCCAGTTTTGGACAGC 
EPPCU2957 F: AAGTCTCCACCTTTGTTAAGTTTCA 
60 144 (CT)9 
(BU042957) R: TGTCCAGCGTATTCTTCAGC 
EPPCU4921 F: AATTTTCTCTTTCATTTCTCATATC 
60 133 (CT)12 
(BU044921) R: CCTCCTCGTCTTCTCTGTGC 
EPPCU4962 F: TCCCGATCTGAGACTAACCCTA 
60 195 (TC)19 
(BU044962) R: ATTCGCTCCAAAAACCAATG 
EPPCU5191 F: TAGAGCCCAACCGAAAGAAA 
57 170 (CT)13 
(BU045191) R: GGCACCAAAGGAAATTTTTG 
EPPCU6216 F: GAGGGAGAAACAGAGAGACAGAG 
60 200 
(AG)5- (AG)3-
(AG)13 (BU046216) R: CAGCCCAAAAGCAATGACA 
EPPCU7340 F: AACTCATCACCCATCCATCC 
60 172  (CT)3-(CT)10 
(BU047340) R: TTCGTGGATTCCTCTGCTTT 
EPPCU9054 F: CGGTAGGCTGATGGATTTGT 
60 187 (AT)15 
(BU039054) R: CGCTGGAGAATACATAGGG 
EPPCU9168 F: TCCCTTCTCCATGTTTTCCA 
60 188 (TA)4-(TA)13 
(BU039168) R: GGAATCGGCATAAGCAAAA 
EPPCU0491 F: ACCGCAGCTGCTTAATCAAT 
60 166 (TA)9-C-(TA)2 
(BU040491) R: GGAACAAATTGCGAAAAGGA 
EPPCU1966 F: CTGCTTTGCCTACAAAGAATA 
60 180 (TA)13-(AG)16 
(BU041966) R: GTTTTCAAGCGCCCAAGTAA 
EPPCU2288 F: TTGAGTGATAAATCAGACATTTG 
60 147 (AT)12 
(BU042288) R: ATGGAGCCCATCTCGTCTAA 
EPPCU3088 F: AAATCAGCTCCCATCACTCC 
60 169 (TA)12 
(BU043088) R: AGCTGAGTGGAACCAGAGGA 
EPPCU4726 F: GCAGGAATTGGATGGATTTG 
60 179 (AT)19 
(BU044726) R: AGGGAATGCTTGCTCTATGC 
EPPCU5176 F: AATCACCCCCACCTCTCTCT 
60 123 (TA)11 
(BU045176) R: TTCTATGCCTGCTGCTGATG 
EPPCU8702 F: GCAATGGCTTTGGCTAGGTA 
60 119 (TA)9 
(BU048702) R: CATGCAACTAATTAACACAATGA 
EPPCU1098 F: GGAGGAAGGTGGGTTCTGTT 
60 199 (ATC)12 
(BU041098) R: GGCCTCATTGGTGTATGTCC 
1
 Ta = annealing temperature (ºC) 
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Table 3S. Variability of 145 Prunus SSRs in nine rosaceous species  
      Almond Peach Apricot Japanese plum 
European 
plum 
Cherry Apple Pear Strawberry 
SSR Sp
1
 O
2
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 
CPDCT003 Al G       1 3 0.38 1 1 - 1 5 0.63 3 10 n.c. 1 2 0.38 - - - - - - - - - 
CPDCT004 Al G       1 1 - - - - 1 2 0.38 2 8 n.c. - - - - - - - - - - - - 
CPDCT005 Al G       1 1 - 1 5 1.00 1 6 0.88 2 8 n.c. 1 1 - - - - - - - - - - 
CPDCT006 Al G       1 2 0.00 1 4 0.75 - - - 2 6 n.c. 1 1 - - - - - - - - - - 
CPDCT007 Al G       1 2 0.25 2 3/2 0.50/0.38 1 5 0.38 2 9 n.c. 1 1 - - - - - - - - - - 
CPDCT014 Al G       2 2/2 0.38/0.38 1 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
CPDCT016 Al G       1 2 0.13 1 5 0.86 1 4 0.63 2 9 n.c. 1 2 0.50 - - - - - - - - - 
CPDCT017 Al G       1 1 - - - - 1 3 0.75 2 5 n.c. 1 3 0.63 - - - - - - - - - 
CPDCT019 Al G       1 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
CPDCT022 Al G       1 4 0.50 1 2 0.25 1 5 1.00 2 7 n.c. 1 5 0.88 1 1 - 1 2 0.25 - - - 
CPDCT025 Al G       1 1 - 1 2 0.50 1 4 0.88 2 12 n.c. 1 3 0.50 - - - - - - - - - 
CPDCT027 Al G       1 1 - 1 2 0.38 1 3 0.75 2 3 n.c. 1 1 - 1 2 0.00 1 2 0.38 - - - 
CPDCT028 Al G       1 1 - 1 4 0.88 1 5 0.75 2 7 n.c. 2 3/1 0.75/- 1 2 0.13 - - - - - - 
CPDCT029 Al G       2 2/3 0.50/0.88 2 6 n.c. 1 3 0.50 2 4 n.c. - - - - - - - - - - - - 
CPDCT031 Al G       1 1 - 1 5 1.00 1 1 - 2 5 n.c. 1 1 - - - - - - - - - - 
CPDCT033 Al G       1 6 1.00 1 4 1.00 1 7 1.00 3 10 n.c. 1 1 - - - - 1 3 0.75 1 1 - 
CPDCT034 Al G       1 4 0.63 1 2 0.50 1 3 0.13 3 6 n.c. 1 2 0.63 1 4 0.50 2 3 n.c. 1 1 - 
CPDCT035 Al G       1 1 - 2 2/3 0.57/0.29 - - - 1 1 - 1 1 - 1 1 - - - - 1 1 - 
CPDCT037 Al G       1 2 0.63 1 3 0.75 1 8 0.75 1 7 0.75 1 5 0.71 - - - - - - - - - 
CPDCT038 Al G       1 1 - 1 1 - 1 7 0.25 2 5 n.c. 1 1 - - - - - - - - - - 
CPDCT039 Al G       1 1 - 1 3 0.38 1 4 0.25 2 9 n.c. 1 1 - - - - - - - 1 1 - 
CPDCT040 Al G       1 4 0.38 1 2 0.38 1 4 0.63 2 4 n.c. 1 1 - 2 4 n.c. - - - 1 1 - 
CPDCT042 Al G       1 1 - 1 5 0.38 1 6 0.38 3 10 n.c. 1 1 - 1 2 0.25 - - - - - - 
CPDCT044 Al G       1 1 - - - - 1 7 0.63 2 9 n.c. - - - 1 2 0.13 - - - - - - 
CPDCT045 Al G       1 3 0.88 1 4 0.63 1 4 0.88 3 9 n.c. 1 4 0.50 - - - - - - - - - 
EPDCU5062 Al E       1 1 - 1 2 0.38 1 2 0.50 2 4 n.c. 1 2 0.25 - - - - - - - - - 
EPDCU4658 Al E       1 2 0.50 1 4 0.88 1 5 0.88 3 10 n.c. 1 1 - 1 1 - 1 3 0.50 - - - 
EPDCU4466 Al E       1 1 - 1 1 - 1 3 0.88 1 2 0.75 1 1 - - - - 1 1 - - - - 
EPDCU4017 Al E       1 1 - 1 2 0.50 1 2 0.50 2 4 n.c. 1 2 0.13 1 2 0.5 1 1 - 1 2 0.13 
EPDCU3392 Al E       1 2 0.13 1 3 0.63 1 5 0.75 3 11 n.c. 1 3 0.63 - - - 1 1 - 1 1 - 
EPDCU3122 Al E       1 1 - 1 1 - 1 3 0.75 3 8 n.c. 1 1 - 1 2 0.5 1 1 - 1 1 - 
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Table 3S (continued) 
      Almond Peach Apricot Japanese plum European plum Cherry Apple Pear Strawberry 
SSR Sp
1
 O
2
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 
EPDCU3083 Al E       1 3 0.50 1 4 0.63 2 7/3 0.63/0 2 11 n.c. 1 2 0.38 - - - - - - 1 1 - 
EPDCU2862 Al E       1 2 0.25 1 3 0.75 1 1 - 1 1 - 1 1 - 2 3/1 0.25/- 1 1 - 1 1 - 
EPDCU2584 Al E       1 1 - 1 1 - 1 1 - 1 3 0.63 1 1 - 1 2 0.63 1 1 - 1 1 - 
EPDCU5100 Al E       1 2 0.50 1 3 0.50 1 3 0.63 2 3 n.c. 1 2 0.00 1 1 - 1 1 - - - - 
EPDCU5046 Al E       1 1 - 1 1 - 1 2 0.25 3 9 n.c. 1 2 0.25 - - - - - - - - - 
EPDCU4805 Al E       1 1 - 1 3 0.50 1 2 0.38 4 4 n.c. 1 1 - 1 1 - - - - 1 1 - 
EPDCU3647 Al E       - - - 1 5 0.38 2 1/4 -/0.63 4 10 n.c. 2 1/1 -/- - - - - - - 1 1 - 
EPDCU3547 Al E       1 1 - 1 2 0.13 2 2/2 0.50/0.13 3 8 n.c. - - - - - - - - - - - - 
EPDCU3537 Al E       - - - 1 3 0.75 2 4/1 0.88/- 2 6 n.c. - - - - - - 1 2 0.25 - - - 
EPDCU3516 Al E       1 1 - 1 1 - 1 1 - - - - - - - 1 1 - - - - 1 2 0.13 
EPDCU3454 Al E       1 1 - 2 1/2 -/0.38 1 1 - 2 2 n.c. 1 1 - 1 1 - 1 1 - - - - 
EPDCU3158 Al E       1 1 - 1 1 - 2 2/1 0.38/- 1 1 - 1 1 - - - - - - - - - - 
EPDCU3146 Al E       1 1 - 1 1 - 1 2 0.00 2 4 n.c. 1 1 - - - - - - - - - - 
EPDCU3117 Al E       1 2 0.25 1 3 0.38 1 2 0.50 2 5 n.c. 1 1 - - - - - - - - - - 
EPDCU2931 Al E       1 2 0.50 1 3 0.75 1 5 0.63 2 4 n.c. 1 4 0.63 - - - - - - - - - 
EPDCU2804 Al E       1 1 - 1 2 0.38 1 2 0.13 4 8 n.c. 1 1 - - - - - - - - - - 
BPPCT001 P G 1 6 0.63       1 2 0.25 1 4 0.63 3 11 n.c. 1 1 - 1 1 - 2 3/1 0.50/- - - - 
BPPCT006 P G - - -       1 1   1 1 - 1 1 - - - - - - - 1 1 - 1 1 - 
BPPCT007 P G 1 7 0.75       1 5 0.25 1 6 0.88 3 11 n.c. 1 2 0.75 - - - - - - - - - 
BPPCT008 P G 2 5/6 0.50/0.50       2 4/1 0.88/- 2 7/1 0.63/- 5 19 n.c. 1 3 0.75 1 1 - 1 1 - 1 1 - 
BPPCT011 P G 1 7 1.00       1 3 0.63 1 3 0.38 2 6 n.c. 1 3 0.38 1 1 - 1 1 - 1 1 - 
BPPCT014 P G 1 3 0.50       1 1   1 6 1.00 3 10 n.c. 1 2 0.50 2 11 n.c. 2 7 n.c. - - - 
BPPCT015 P G 2 8 n.c.       - -   - - - - - - 1 1 - - - - 1 1 - - - - 
BPPCT016 P G 1 1 -       1 2 0.13 - - - 2 5 n.c. - - - 1 1 - 1 1 - 1 1 - 
BPPCT017 P G 1 7 1.00       1 3 0.88 1 5 0.88 1 9 0.75 1 1 - 1 1 - 1 1 - 2 4 n.c. 
BPPCT020 P G 1 6 0.63       - -   - - - 2 4 n.c. - - - 1 1 - 1 2 0.13 - - - 
BPPCT023 P G 1 7 0.63       - -   1 1 - 1 1 - - - - - - - - - - - - - 
BPPCT025 P G 1 8 0.63       1 3 0.63 1 5 0.13 3 13 n.c. - - - 1 1 - 1 2 0.00 - - - 
BPPCT033 P G - - -       1 1   1 3 0.25 2 1/2 -/0.38 - - - 1 1 - - - - - - - 
BPPCT037 P G 1 5 0.38       - -   1 3 0.88 2 3 n.c. 1 5 1.00 1 1 - 1 1 - - - - 
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Table 3S (continued) 
      Almond Peach Apricot Japanese plum 
European 
plum 
Cherry Apple Pear Strawberry 
SSR Sp
1
 O
2
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 
BPPCT038 P G 1 6 0.75       1 5 0.75 1 7 0.75 3 12 n.c. 1 5 0.63 - - - 1 1 - 1 1 - 
CPPCT005 P G 1 7 0.38       1 2 0.25 1 7 1.00 4 13 n.c. 1 1 - - - - - - - 1 1 - 
CPPCT006 P G 1 9 0.88       1 3 0.88 1 4 0.88 3 9 n.c. 1 4 0.63 2 3/1 0.63/- 1 4 0.88 - - - 
CPPCT014 P G 1 8 1.00       1 3 0.38 1 3 0.75 2 5 n.c. - - - - - - - - - - - - 
CPPCT017 P G - - -       - -   - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
CPPCT022 P G 1 5 0.38       1 4 0.38 1 6 0.75 3 10 n.c. 1 1 - 1 2 0.25 - - - - - - 
CPPCT028 P G 1 9 0.75       - -   2 6/1 0.88/- 1 1 - 1 1 - 1 1 - 1 1 - 1 1 - 
CPPCT029 P G 2 9 n.c.       - -   - - - 2 6 n.c. 1 4 0.63 - - - - - - - - - 
CPPCT030 P G 1 5 0.50       1 4 0.50 1 5 0.63 3 10 n.c. 1 1 - - - - 1 1 - 1 1 - 
CPPCT031 P G 1 2 0.13       1 1   - - - - - - - - - 1 1 - 1 1 - 1 1 - 
CPPCT033 P G 1 6 0.75       1 2 0.25 1 5 1.00 3 8 n.c. 1 4 0.38 1 1 - 1 1 - 1 1 - 
EPPCU9268 P E 1 5 0.50       1 2 0.13 1 1 - 1 2 0.13 1 5 0.38 2 5 n.c. - - - - - - 
EPPCU9300 P E 1 9 1.00       1 4 0.50 1 7 1.00 3 13 n.c. 1 4 1.00 3 6/1 n.c./- 2 6 n.c. - - - 
EPPCU9566 P E 1 7 0.50       1 5 1.00 1 6 0.75 2 5 n.c. 1 1 - - - - 3 8 n.c. - - - 
EPPCU9773 P E 1 7 0.63       1 2 0.50 1 3 0.50 2 11 n.c. 1 2 0.50 1 2 0.25 1 3 0.38 - - - 
EPPCU0532 P E 1 6 0.75       1 3 0.38 1 6 0.88 3 10 n.c. 1 1 - - - - - - - - - - 
EPPCU1106 P E 1 1 -       1 1 - 1 9 1.00 2 9 n.c. 1 4 0.38 - - - - - - - - - 
EPPCU1198 P E - - -       - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
EPPCU2000 P E 1 7 0.75       1 2 0.50 1 3 0.25 3 5 n.c. 1 1 - - - - - - - - - - 
EPPCU2256 P E 1 9 0.75       1 4 0.50 1 9 1.00 3 13 n.c. 2 3/2 0.38/0.63 1 1 - 1 1 - 1 2 0.13 
EPPCU2957 P E 1 3 0.50       1 3 1.00 1 7 0.88 - - - 1 1 - - - - - - - 1 1 - 
EPPCU4921 P E 1 6 0.88       1 1 - 1 6 1.00 2 8 n.c. 1 1 - 1 1 - 1 1 - - - - 
EPPCU4962 P E - - -       1 5 0.63 1 7 0.63 3 6 n.c. 1 1 - - - - - - - - - - 
EPPCU5191 P E - - -       - - - - - - - - - - - - - - - 1 4 0.38 1 2 0.63 
EPPCU6216 P E 1 7 0.88       1 4 0.75 1 6 0.88 1 2 0.13 1 1 - 1 5 0.50. - - - - - - 
EPPCU7340 P E 1 6 0.50       - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
EPPCU9054 P E - - -       - - - - - - 1 2 0.00 - - - - - - - - - 1 2 0.13 
EPPCU9168 P E 1 6 0.63       1 5 0.63 1 4 0.75 2 5 n.c. 1 3 0.63 - - - - - - - - - 
EPPCU0491 P E - - -       1 4 0.25 - - - - - - 1 4 0.43 - - - - - - - - - 
EPPCU1966 P E 1 7 0.50       - - - 1 7 0.75 2 4 n.c. - - - 2 6 n.c. - - - - - - 
EPPCU2288 P E 1 9 0.88       - - - 1 2 0.50 3 14 n.c. 1 1 - - - - - - - - - - 
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Table 3S (continued) 
      Almond Peach Apricot Japanese plum 
European 
plum 
Cherry Apple Pear Strawberry 
SSR Sp
1
 O
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4
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EPPCU3088 P E 1 6 0.88       1 2 0.25 1 4 0.88 2 5 n.c. 1 4 0.63 - - - - - - - - - 
EPPCU4726 P E 1 8 0.63       1 1 - 1 3 0.75 3 10 n.c. 1 1 - 1 3 0.63 1 1 - - - - 
EPPCU5176 P E 1 7 0.63       - - - 1 3 1.00 2 4 n.c. 1 1 - - - - - - - 1 3 0.50 
EPPCU8702 P E 1 3 0.20       1 2 0.13 1 4 0.63 - - - 1 1 - - - - - - - - - - 
EPPCU1098 P E 1 6 0.63       1 2 0.63 1 2 0.13 3 10 n.c. 1 1 - 1 1 - 1 1 - 1 1 - 
CPSCT004 JP G 1 2 0.25 1 2 0.13 1 2 0.38       1 2 0.13 1 1 - 2 4 n.c. 2 4 n.c. 1 2 0.00 
CPSCT005 JP G - - - 1 2 0.38 1 3 0.63       2 9 n.c. - - - 2 5 n.c. - - - - - - 
CPSCT006 JP G 1 4 0.88 1 2 0.13 1 3 0.25       2 10 n.c. 1 1 - 2 7 n.c. 2 7 n.c. 1 5 0.50 
CPSCT008 JP G 1 6 1.00 1 1 - 1 4 0.29       2 6 n.c. - - - - - - - - - - - - 
CPSCT010 JP G 1 7 0.75 1 4 1.00 1 3 0.50       2 10 n.c. 1 1 - - - - 1 2 0.63 - - - 
CPSCT011 JP G 1 2 0.13 1 1 - 1 5 1.00       3 12 n.c. - - - - - - 2 6 n.c. - - - 
CPSCT012 JP G 1 8 0.88 1 3 0.50 1 3 0.50       3 10 n.c. 1 2 0.63 2 6 n.c. - - - - - - 
CPSCT018 JP G 1 8 0.57 1 2 0.13 1 2 0.25       3 10 n.c. 1 5 0.63 2 3 n.c. 1 4 0.13 - - - 
CPSCT021 JP G 1 5 0.25 1 2 0.13 1 4 0.63       2 11 n.c. 1 2 0.25 - - - 1 3 0.13 1 1 - 
CPSCT022 JP G 1 2 0.38 1 2 0.38 1 1 -       3 7 n.c. 1 2 0.63 1 4 0.38 1 6 0.75 - - - 
CPSCT024 JP G 1 2 0.63 1 1 - 1 4 0.63       3 10 n.c. 1 1 - 1 1 - - - - - - - 
CPSCT025 JP G 1 1 - 1 1 - 1 5 0.63       3 8 n.c. - - - 1 2 0.38 1 1 - 1 1 - 
CPSCT026 JP G 1 1 - 2 1/1 - 2 5/3 0.63/0.50       4 14 n.c. 1 2 0.00 - - - - - - - - - 
CPSCT027 JP G 1 6 0.75 1 1 - - - -       2 9 n.c. 1 2 0.63 2 5 n.c. - - - - - - 
CPSCT029 JP G 1 1 - 1 1 - 1 1 -       1 5 0.63 1 5 0.75 - - - 1 1 - 1 1 - 
CPSCT030 JP G 1 5 0.50 1 1 - 1 3 1.00       3 12 n.c. 1 1 - - - - 1 1 - 1 1 - 
CPSCT032 JP G 2 2/5 0.25/0.38 - - - 1 2 0.63       3 10 n.c. 1 3 0.63 1 5 0.50 1 1 - - - - 
CPSCT033 JP G 1 6 0.88 1 4 0.63 1 4 0.50       3 12 n.c. 2 2/4 0.25/0.63 2 6 n.c. - - - - - - 
CPSCT034 JP G - - - - - - 1 3 0.50       3 11 n.c. 1 2 0.25 - - - - - - - - - 
CPSCT035 JP G 1 2 0.13 1 1 - - - -       2 9 n.c. 1 3 0.38 - - - - - - - - - 
CPSCT036 JP G 1 1 - 1 1 - 1 2 0.50       3 7 n.c. 1 2 0.50 - - - - - - - - - 
CPSCT037 JP G - - - 1 1 - - - -       3 7 n.c. 1 3 0.25 - - - - - - - - - 
CPSCT039 JP G 2 6/4 0.83/0.63 1 3 0.38 1 6 0.75       3 10 n.c. 1 2 0.25 1 4 0.63 - - - - - - 
CPSCT042 JP G 1 6 1.00 1 1 - 1 4 0.88       3 10 n.c. - - - 1 3 0.38 - - - - - - 
CPSCT044 JP G 1 5 0.88 1 1 - 1 3 0.50       3 14 n.c. 1 2 0.63 2 4 n.c. - - - - - - 
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Table 3S (continued) 
      Almond Peach Apricot Japanese plum 
European 
plum 
Cherry Apple Pear Strawberry 
SSR Sp
1
 O
2
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 Am
3
 A
4
 Ho
5
 
AMPA92 Ap G - - - - - -       - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
AMPA93 Ap G 1 6 0.00 1 3 0.50       - - - 2 7 n.c. 1 5 0.50 - - - - - - - - - 
AMPA94 Ap G 1 3 0.25 - - -       - - - - - - - - - 1 1 - - - - - - - 
AMPA100 Ap G 1 6 0.63 1 1 -       1 3 0.63 3 8 n.c. 1 1 - 2 6 n.c. - - - - - - 
AMPA101 Ap G 1 7 0.50 1 2 0.63       1 6 1.00 3 12 n.c. 1 5 0.88 - - - - - - - - - 
AMPA103 Ap G 1 6 0.75 1 3 0.13       1 5 0.75 3 12 n.c. 1 2 0.25 - - - - - - - - - 
AMPA105 Ap G 1 8 0.88 - - -       - - - - - - - - - 2 3/1 0.63/- - - - - - - 
AMPA107 Ap G 1 6 0.50 1 3 0.88       1 6 0.57 1 5 0.63 1 2 0.38 - - - - - - - - - 
AMPA109 Ap G - - - 1 4 0.38       - - - 4 17 n.c. 1 3 0.63 - - - - - - 1 1 - 
AMPA110 Ap G 1 8 0.75 1 2 0.38       1 7 1.00 3 11 n.c. 1 2 0.14 1 1 - - - - - - - 
AMPA112 Ap E 1 5 0.75 1 2 0.25       1 3 0.25 1 2 0.13 1 1 - - - - - - - 2 5 n.c. 
AMPA113 Ap E 1 8 0.75 1 3 0.13       1 5 0.63 2 7 n.c. 1 4 0.75 1 4 0.63 1 2 0.13 - - - 
AMPA114 Ap E 1 1 - 1 1 -       1 2 0.25 2 7 n.c. 1 1 - - - - 1 1 - - - - 
AMPA115 Ap E 1 8 0.63 1 2 0.25       1 5 0.25 3 8 n.c. 1 5 0.25 1 1 - 1 1 - 1 1 - 
AMPA116 Ap E 1 4 0.63 1 2 0.38       1 3 0.38 2 9 n.c. 1 1 - 1 1 - 1 1 - 1 1 - 
AMPA118 Ap E 1 1 - 1 1 -       1 1 - 1 1 - 1 3 0.50 1 1 - 1 2 0.00 1 1 - 
AMPA119 Ap E 1 1 - 1 2 0.13       1 7 0.75 3 13 n.c. 1 2 0.13 - - - - - - - - - 
AMPA121 Ap E 1 8 0.75 1 2 0.25       - - - 3 8 n.c. 1 6 1.00 - - - - - - - - - 
AMPA122 Ap E - - - - - -       - - - - - - - - - 1 1 - - - - - - - 
AMPA123 Ap E - - - 1 1 -       1 4 0.75 3 7 n.c. - - - - - - - - - 1 2 0.13 
AMPA124 Ap E 2 4/1 0.50/- 1 1 -       1 4 0.13 4 17 n.c. 1 1 - - - - - - - 1 1 - 
AMPA126 Ap E - - - 1 1 -       1 4 0.25 1 3 0.13 - - - - - - 1 1 - - - - 
AMPA127 Ap E 1 1 - 1 1 -       - - - - - - - - - 1 1 - - - - - - - 
1 
Sp. SSR source species: Al = almond; P = peach; Ap = apricot; JP = Japanese plum 
2 
O. origin of the microsatellite: G = from genomic DNA; E = from ESTs 
3 
Am. amplification: - = no amplification; 1-3 = estimated number of amplified loci 
4 
A. number of alleles detected for the primer pair. For primer pairs that detect two loci that can be individually interpreted the data for each locus is separated 
by a slash. For primer pairs with three loci or two loci with unclear allele assignment, the total number of alleles is shown.   
5 
Ho. observed heterozygosity for single-locus SSRs. For primer pairs that detect two loci that can be individually interpreted the data for each locus is 
separated by a slash. n.c. = not calculated (for primer pairs detecting two or three loci of unclear interpretation). 
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CAPÍTULO III 
VARIABILIDAD 
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ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD DEL ALMENDRO 
USANDO MARCADORES MICROSATÉLITE 
 
Introducción 
 
El almendro, (Prunus dulcis (Mill.) D.A. Webb), es la única especie del 
género Prunus cultivada por su semilla siendo su fruto una drupa típica de este 
género. Originario de Asia Central (Vavilov, 1930; Kovalyov, 1935), el cultivo del 
almendro fue expandiéndose desde su centro de origen hacia la cuenca 
mediterránea al principio y luego hacia todas las zonas de clima mediterráneo.  
Durante dos mil años en diversos países de la cuenca mediterránea, el 
almendro fue multiplicado únicamente por semilla, eso ejerció sobre este 
cultivo durante muchas generaciones la presión de selección del clima y del 
hombre, formando de esta manera diversas poblaciones geográficas. 
Durante la domesticación, el hombre fue seleccionando genotipos que dan 
frutos dulces, de gran calibre (Grasselly y Duval, 1997) y con cáscaras 
fáciles de romper (Browicz y Zohary, 1996). 
Estados Unidos, la cuenca mediterránea y Asia son las tres principales 
regiones del cultivo de almendro en el mundo, concentrándose más de la 
tercera parte de la producción mundial de almendras en los Estados Unidos 
(FAOSTAT data, 2013, http://faostat.fao.org) y de manera particular en 
California. 
La especie P. dulcis presenta el sistema de autoincompatibilidad 
gametofítico típico de la familia de las Rosáceas (Fryxell, 1957; Keep, 1968). 
En base a la diversidad morfológica y molecular, el almendro se considera 
una de las especies frutales más polimórficas (Hauagge et al., 1987; Byrne, 
1990; Kester et al., 1991; Socías i Company y Felipe, 1992; Bartolozzi et al., 
1998). El mantenimiento de esta variabilidad ha sido posible gracias en parte 
a la existencia de este sistema de autoincompatibilidad que ha impedido la 
autofecundación y la consiguiente pérdida de variabilidad (Gottlieb, 1981). 
Sin embargo, hay variedades autocompatibles de almendro, algunas 
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identificadas casi un siglo atrás (Lutri, 1935). La autocompatibilidad suele 
estar producida por un alelo (Sf) del locus de autoincompatibilidad que ha 
sido caracterizado (Fernández i Martí et al., 2009; 2011) y usado para la 
obtención de variedades autocompatibles (Batlle et al., 2001; López et al., 
2001; Mnejja et al., 2002; López et al., 2005a). 
Para estudiar la variabilidad molecular del almendro, se han usado 
diferentes tipos de marcadores. Los primeros estudios se realizaron con 
isoenzimas (Arulsekar et al., 1986; Hauagge et al., 1987; Cerezo et al., 1989; 
Byrne, 1990; Vezvaei et al., 1994; Čolić et al., 2010). Los RFLPs, que fueron 
los primeros marcadores basados en la secuencia del ADN, se usaron 
también en estudios de variabilidad de almendro (Viruel, 1995) y también de 
otras especies de Prunus como el albaricoquero (de Vicente et al., 1998) o el 
melocotonero (Quarta et al., 2001). Con el descubrimiento de la reacción en 
cadena de la polimerasa, se desarrollaron otros marcadores que fueron 
usados para el análisis de variabilidad e identificación varietal en el 
almendro, como los RAPDs (Bartolozzi et al., 1998; Resta et al., 1998; 
Woolley et al., 2000; Martins et al., 2001; Martins et al., 2003; MirAli y 
Nabulsi, 2003; Shiran et al., 2007) y los AFLPs (Martins et al., 2001; Aradhya 
et al., 2004; Sorkheh et al., 2007).  
Los microsatélites son uno de los mejores marcadores para estudiar la 
variabilidad y diversidad genética (Tautz, 1989) por presentar un alto nivel de 
polimorfismo, por ser abundantes y por mostrar una herencia codominante 
(Gupta et al., 1996; Gianfranceschi et al., 1998; Sefc et al., 1998). También 
los microsatélites son reproducibles y fáciles de usar y automatizar. En el 
almendro se han realizado varios estudios de variabilidad usando 
microsatélites (Martínez-Gómez et al., 2003a; b; Xu et al., 2004; Sánchez-
Pérez et al., 2005; Sánchez-Pérez et al., 2006; Xie et al., 2006; Shiran et al., 
2007; Zeinalabedini et al., 2007; Fathi et al., 2008; Dangl et al., 2009; Gouta 
et al., 2010; Zeinalabedini et al., 2010; Kadkhodaei et al., 2011; Gouta et al., 
2012; Rahemi et al., 2012). Antes del año 2011, todos ellos, salvo el de Xu et 
al. (2004) y Xie el al. (2006) que emplearon algunos microsatélites obtenidos 
de secuencias de ESTs de almendro, usaron esencialmente microsatélites 
desarrollados a partir de ADN de melocotonero.  
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Sea cual sea el tipo de marcador usado para estudiar la diversidad y 
variabilidad genética en el almendro, todos los estudios coincidieron en que 
se trata de una especie altamente variable y heterocigótica. En esta 
investigación usaremos marcadores microsatélites derivados de secuencias 
de ESTs de almendro obtenidas de las bases de datos y otros obtenidos a 
partir de ADN genómico descritos en Mnejja et al. (2005) para estudiar la 
diversidad genética de una colección de cultivares, la estructura poblacional 
de dicha colección y evaluar la eficacia relativa de los SSRs de almendro 
comparados con los de melocotonero y la de los SSRs genómicos respecto 
a los derivados de ESTs en la detección de la variabilidad. 
 
Materiales y métodos 
 
Un total de 30 variedades de almendro de diferentes orígenes, 
especialmente mediterráneo y californiano, fueron elegidas para este estudio 
(ver Tabla 1). El ADN fue extraído de tejido foliar usando el método CTAB de 
Doyle y Doyle (1990), omitiendo el tratamiento final con RNAsas. 
Se usaron 47 SSRs originados de ADN de almendro, todos 
polimórficos y amplificando un único locus en esta especie, de los cuales 25 
son genómicos (CPDCT; Mnejja et al., 2005) y los otros 22 derivados de 
ESTs de las bases de datos del almendro (EPDCU; Mnejja et al., 2010) (ver 
Tabla 2).  
Las reacciones de PCR se hicieron en un volumen total de 15 µl 
formado por 20 ng de ADN, 10 mM de Tris-HCl a 8,3 de pH, 2,5 mM de 
MgCl2, 50 mM de KCl, 0,001 % de gelatina, 0,4 µM de cada cebador, 133 
µM de dATP, dTTP y dGTP, 1,6 µM de dCTP, 1 U de la Taq polimerasa (PE 
Applied Biosystems) y 0,5 µCi del α33P dCTP. El programa de PCR usado 
fue el siguiente: 1 min a 94ºC seguido de 35 ciclos de 30 s a 94ºC, 30 s a 
temperatura de hibridación específica de cada pareja de cebadores y 30 s a 
72ºC, y finalmente 5 min de extensión a 72ºC. Los productos 
desnaturalizados de PCR fueron separados en geles del 6% de 
poliacrilamida bajo una corriente constante de 100 W durante 2h. Para 
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definir los tamaños de los alelos, se utilizó en cada gel un marcador de peso 
molecular marcado, el 30-330 bp “DNA ladder” (Gibco BRL, Invitrogen, San 
Diego). El gel de poliacrilamida fue transferido a un papel de cromatografía 
Whatman 3 MM, luego secado al vacio y al final expuesto durante 2 días a 
un film de radiografía (CURIX RP2, AGFA, Mortsel, Belgium). 
Para el estudio de variabilidad, calculamos diferentes parámetros: 
número total de alelos por locus (A), número efectivo de alelos por locus 
(Ae=1/Σpi
2, donde p es la frecuencia de cada alelo), la heterocigosidad 
observada (Ho=número de individuos heterocigóticos/número de individuos 
totales), la heterocigosidad esperada (He=1- Σpi
2), el índice de fijación de 
Wright (F=1-Ho/He) (Wright, 1951), el número total de genotipos por locus y 
el poder discriminatorio (PD=1- Σgi
2, siendo g la frecuencia de cada genotipo 
en cada SSR) (Kloosterman et al., 1993). 
Un dendrograma de las 30 variedades de almendro fue construido 
usando el programa Powermarker (Liu y Muse, 2005) adoptando el modelo 
Neighbour Joining (NJ) y analizando las distancias genéticas entre cultivares 
según el coeficiente Nei (Nei et al., 1983). 
La estructura poblacional fue estudiada con el programa Structure v.2.1 
(Pritchard et al., 2000). Este programa usa el método de agrupamiento que 
identifica K subgrupos de individuos con distintas frecuencias alélicas. Los 
individuos pueden ser miembros de múltiples sub-poblaciones con distinto 
coeficiente sumando un total de 1. Para averiguar la estratificación 
poblacional en nuestra muestra, usamos el programa asumiendo el modelo 
de mezcla (“admixture”) con alelos correlacionados. Se ejecutaron 1.000.000 
interacciones después de una iniciación de 100.000. Seleccionamos el 
número K de sub-poblaciones según Evanno et al. (2005). 
Se determinó el desequilibrio de ligamiento entre todas las parejas de 
marcadores usando el programa GenePop (http://genepop.curtin.edu.au/). 
Para establecer el nivel de significación se aplicó la corrección de Bonferroni 
(Bonferroni, 1936), que para los 1.081 test realizados correspondió a 
α=4,6x10-5. 
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Tabla 1: Características de las 30 variedades de almendro estudiadas 
Variedad Origen Pedigrí Auto-compatibilidad
1 Dureza de la 
cascara 
Época de 
floración 
‘Achaak’ Túnez desconocido AI semidura muy precoz 
‘Aï’ Francia desconocido AI semidura tardía 
‘Ardechoise’ Francia desconocido AI semidura semi-precoz 
‘Atocha’ España desconocido AI dura precoz 
‘Belle d'Aurons’ Francia desconocido AI semidura tardía 
‘Carmel’ EE.UU. „Texas‟ x „Nonpareil‟ AI blanda semi-precoz 
‘Cristomorto’ Italia desconocido AI dura tardía 
‘Desmayo 
Largueta’ 
España desconocido AI dura precoz 
‘Falsa Barese’ Italia desconocido AC dura tardía 
‘Ferragnès’ France „Cristomorto‟ x „Aï‟ AI semidura tardía 
‘Francolí’ España „Cristomorto‟ x „Tuono‟ AC semidura tardía 
‘Gabaix’ España desconocido AI dura semi-precoz 
‘Garbí’ España „Cristomorto‟ (polinización abierta) AI dura tardía 
‘Garrigues’ España desconocido AI dura precoz 
‘Genco’ Italia desconocido AC dura tardía 
‘Glorieta’ España „Primorskiy‟ x „Cristomorto‟ AI dura tardía 
‘Guara’ España desconocido AC dura tardía 
‘Johnston 
prolific’ 
Australia desconocido AI semi-blanda semi-precoz 
‘Lauranne’ Francia „Ferragnès‟ x „Tuono‟ AC semidura tardía 
‘Marcona’ España desconocido AI dura semi-precoz 
‘Masbovera’ España „Primorskiy‟ x „Cristomorto‟ AI dura tardía 
‘Nonpareil’ EE.UU. desconocido AI blanda semi-precoz 
‘Primorskiy’ Ucrania „Princesse 2077‟ x „Nikitski 53‟ AI semi-mollar tardía 
‘Ramillete’ España desconocido AI dura precoz 
‘Retsou’ Grecia desconocido AI blanda semi-precoz 
‘Ripon’ EE.UU. desconocido AI blanda muy tardía 
‘Tarragonès’ España „Cristomorto‟ x „Primorskiy‟ AI dura tardía 
‘Texas’ EE.UU. desconocido AI semidura tardía 
‘Titan’ EE.UU. 
„Tardy Nonpareil‟ (polinización 
abierta) 
AI semi-blanda tardía 
‘Tuono’ Italia desconocido AC dura tardía 
1
 AC: variedad auto-compatible; AI: variedad auto-incompatible 
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Tabla 2: Características de los 47 microsatélites de almendro usados en el estudio 
Tipo SSR Microsatélite Repetición 
Localización del  
SSR en el EST
1
 
Posición en 
el mapa de 
Prunus
2 
Posición en el genoma 
de Prunus 
Genómico 
dinucleótido 
CPDCT042 (GA)27 n.a. G1(7,1) 1:3433583..3433219 
CPDCT038 (GA)25 n.a. G1(25,8) 1:11670930..11670575 
CPDCT039 (GA)15 n.a. s.d. 1:13379032..13378843 
CPDCT019 (CT)24 n.a. G1(31,2) 1:23212424..23212034 
CPDCT017 (GA)13 n.a. G1(40,5) 1:31119427..31119946 
CPDCT005 (CT)14 n.a. s.d. 1:39553454..39553761 
CPDCT044 (GA)21 n.a. G2(12,5) 2:14069755..14070103 
CPDCT004 (CT)19 n.a. G2(27,8) 2:19912907..19913385 
CPDCT033 (CT)18 n.a. s.d. 3:3222824..3222956 
CPDCT047 (CT)10 n.a. s.d. 3:3921124..3921510 
CPDCT008 (GA)18 n.a. G3(28,4) 3:10023959..10024546 
CPDCT025 (CT)10 n.a. G3(36,4) 3:16942524..16942962 
CPDCT040 (GA)24 n.a. s.d. 3:20905605..20905764 
CPDCT027 (CT)19 n.a. G3(46,4) 3:21673731..21674224 
CPDCT045 (GA)16 n.a. G4(16,8) 4:6205903..6206307 
CPDCT037 (CT)10-(CT)4-(CT)4 n.a. s.d. 4:16220884..16220361 
CPDCT028 (GA)19 n.a. G5(26,7) 5:12699037..12699598 
CPDCT016 (GA)19 n.a. G5(30,7) 5:13147442..13147897 
CPDCT022 (CT)17 n.a. s.d. 5:16745854..16746316 
CPDCT003 (GA)10-(GA)11 n.a. s.d. 6:16499948..16499169 
CPDCT006 (CT)12-(CT)5 n.a. s.d. 6:19187002..19187535 
CPDCT007 (GA)19 n.a. s.d. 7:16265474..16265912 
CPDCT034 (CT)4-(CT)7-(CT)6 n.a. G8(16,8) 8:7943526..7944032 
CPDCT014 (GA)25 n.a. s.d. 
alineamiento con varios 
scaffolds con una 
similitud >90% 
CPDCT029 (GA)21 n.a. s.d. 
alineamiento con varios 
scaffolds con una 
similitud >90% 
EST 
dinucleótido 
EPDCU5100 (GA)7-(GA)4 5' UTR G1(14,5) 1:11172334..11171059 
EPDCU3537 (GA)8 5' UTR s.d. 1:37300453..37302230 
EPDCU2804 (CT)9 5'UTR s.d. 1:37668504..37669472 
EPDCU5046 (GA)9 5' UTR s.d. 1:37706625..37707956 
EPDCU3083 (TC)11 5' UTR G3(19,8) 3:6458850..6461707 
EPDCU4805 (AT)8 Desconocida s.d. 5:12189149..12189474 
EPDCU4658 (TC)24 Desconocida G2(20,9) 5:14489300..14489483 
EPDCU3647 (TC)9 3' UTR s.d. 5:17630046..17630579 
EPDCU2931 (TA)12 Desconocida s.d. 7: 15250259..15251140 
EPDCU3392 (GA)17 5' UTR G7(64,7) 7:21681912..21682739 
EST 
trinucleótido 
EPDCU3122 (CAA)8 Codificante G1(2,5) 1:1207146..1207815 
EPDCU2862 (GAC)2-(GAT)7-(GCT)3 Codificante G1(66,5) 1:39371824..39373769 
EPDCU4017 (CGG)7 Codificante s.d. 2:15974268..15974896 
EPDCU3158 (GAT)5 Codificante s.d. 4:18622060..18625356 
EPDCU2584 (TTC)4-(CTT)2-(TTC)3 Codificante G6(39,3) 5:12311900..12311767 
EPDCU3516 (GCG)5 Codificante G8(22,8) 8:12116301..12117046 
EPDCU4466 (CA)2-(CAG)6-(CAA)3-(CAG)8 5' UTR s.d. 8:13906192..13908364 
EPDCU3454 (CAG)5 Codificante G8(46,7) 8:18639388..18640031 
EPDCU5062 (GCA)6 Codificante s.d. 8:19437665..19438397 
EPDCU3146 (CAA)5 Codificante s.d. 8:19442280..19443197 
EPDCU3547 (CAA)5 Codificante s.d. 8:19442950..19443457 
EPDCU3117 (GAG)6 Codificante G8(54,7) 8:20218634..20219399 
1
 n.a.= no aplica al tratarse de secuencias en zonas intergénicas 
2
 Notación para marcadores situados en el mapa de referencia de Prunus (Dirlewanger et al., 2004): G1-G8, grupos 
de ligamiento del 1 al 8; en paréntesis posición en el mapa en cM. 
3
 s.d.= sin determinar. 
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Resultados y discusión 
 
Todos los 47 marcadores microsatélite usados, genómicos o derivados 
de ESTs, fueron polimórficos y amplificaron un único locus en las variedades 
de almendro estudiadas según lo esperado. Los resultados de los 
parámetros de variabilidad se resumen en la Tabla 3. En ella puede verse 
que se trata de una especie con un alto nivel de variabilidad tal como ya 
adelantaban observaciones anteriores (Byrne, 1990; Mnejja et al., 2010). El 
número total de alelos identificados fue de 341 (A=7,26 alelos/locus), la 
mayor parte de los cuales tenían frecuencias intermedias, como indica un 
alto valor promedio de Ae=3,98. La heterocigosidad observada promedio fue 
de Ho=0,59, valor muy próximo al esperado He=0,62, por lo que el índice de 
fijación de Wright se situó muy cerca de cero (F=0,04), indicando que la 
distribución de frecuencias genotípicas es parecida a la que esperaríamos 
encontrar en una población en equilibrio Hardy-Weinberg. En general los 
valores de F para cada locus estuvieron cerca de cero con algunas 
excepciones con valores positivos y elevados (≥0,30), como CPDCT004, 
CPDCT005, CPDCT006, CPDCT014, CPDCT045 y EPDCU2804, lo que 
indica la presencia de alelos nulos a frecuencias medias en estos loci. Los 
alelos nulos fueron más habituales entre los marcadores procedentes de 
secuencias genómicas que en los obtenidos de ESTs con promedios de F de 
0,11 y -0,04, respectivamente. 
La capacidad de identificar variabilidad de estos marcadores medida 
con el número de genotipos y por el parámetro PD fue muy alta, con valores 
promedio de 11,11 y 0,74, respectivamente por locus. Un dato indicativo de 
esta alta capacidad discriminatoria es que algo más de un tercio (16) de los 
SSRs usados pudieron identificar cada uno de ellos a la mitad o más de las 
variedades estudiadas.   
Los 25 SSRs genómicos (CPDCT) amplificaron 237 alelos, con un 
promedio de A=9,48 alelos/locus. El promedio de alelos/locus obtenido en 
este trabajo está dentro del amplio rango (A=7,4-15,9) encontrado por otros 
autores que estudiaron la variabilidad del almendro usando microsatélites 
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genómicos (Xu et al., 2004; Sánchez-Pérez et al., 2006; Xie et al., 2006; 
Shiran et al., 2007; Fathi et al., 2008; Dangl et al., 2009; Gouta et al., 2010; 
Zeinalabedini et al., 2010; Kadkhodaei et al., 2011; Gouta et al., 2012; 
Rahemi et al., 2012). Las diferencias entre las estimas de diferentes autores 
se deben a cuestiones relacionadas con el número y origen, tanto de los 
microsatélites como de las variedades objeto del estudio. En general, cuanto 
mayor es el número de genotipos, más aumenta el número de alelos por 
locus al incrementarse la probabilidad de detectar alelos que se encuentran 
a baja frecuencia. De acuerdo con esta observación los resultados de este 
trabajo sugieren un nivel de polimorfismo especialmente alto ya que nuestro 
tamaño de muestra (N=30) está entre los más bajos de los estudiados: 
solamente Sánchez-Pérez et al. (2006) y Dangl et al. (2009) usaron menos 
variedades. Los dos elementos en común entre los trabajos que detectan 
más alelos/locus es que usaron un número relativamente pequeño de SSRs 
(6-16) y que están entre las publicaciones más recientes (Sánchez-Pérez et 
al., 2006; Gouta et al., 2010; Zeinalabedini et al., 2010; Kadkhodaei et al., 
2011; Gouta et al., 2012), lo que indica que estos autores seleccionaron 
algunos SSRs especialmente variables en almendro a partir de la 
información obtenida anteriormente. En este contexto, nuestro valor de 
A=9,48 puede considerarse comparativamente alto ya que utilizamos un 
número de SSRs genómicos polimórficos (25) igual al de (Fathi et al., 2008), 
que encontraron un polimorfismo ligeramente inferior (A=8,76) usando 56 
cultivares. Además, nuestros SSRs no fueron previamente seleccionados 
por tener un elevado número de alelos. El hecho de que en este estudio 
usamos SSRs derivados de almendro mientras que casi todos los demás se 
realizaron con microsatélites desarrollados en otras especies de Prunus 
puede ser una de las causas del elevado polimorfismo encontrado. Los 
SSRs desarrollados en otras especies próximas pueden ser en general 
menos polimórficos que los obtenidos de la especie estudiada, tal como ya 
se había observado anteriormente (Maghuly et al., 2005; Mnejja et al., 2010), 
lo que parece un elemento a tener en cuenta a la hora de escoger 
microsatélites cuando el criterio central es su polimorfismo. 
                                                                                                                                              VARIABILIDAD 
 
149 
 
Los 25 SSRs genómicos fueron más polimórficos que los 22 derivados 
de ESTs (Tabla 3): el promedio de alelos por locus en los primeros (A=9,48) 
fue más del doble que el de los segundos (4,73). Los promedios de la 
heterocigosidad observada (Ho) y del poder de discriminación PD también 
reflejan esta misma tendencia (Ho y PD de SSRs genómicos de 0,70 y 0,88, 
respectivamente, frente a 0,46 y 0,58, respectivamente, de SSRs basados 
en ESTs). Aunque el SSR más polimórfico (EPDCU3083 con 14 alelos) 
pertenecía al grupo de los derivados de ESTs, cinco de los SSRs de ESTs 
mostraron sólo dos alelos por locus, contrariamente a los SSRs genómicos 
que presentaron como mínimo seis alelos por locus. Todos los SSRs 
genómicos usados contienen motivos dinucleotídicos (CT)n, lo que es 
consecuencia de cómo se elaboró la genoteca de la que fueron 
seleccionados (Mnejja et al., 2005), pero de los 22 SSRs derivados de ESTs 
sólo 10 presentaron motivos dinucleotídicos y el resto (12) motivos 
trinucleotídicos. Si diferenciamos los parámetros de los SSRs derivados de 
ESTs según el motivo que contienen, notamos que el polimorfismo de los 
SSRs derivados de ESTs con motivos dinucleotídicos (A=6,70) es menor 
pero se acerca más al de los SSRs genómicos (A=9,48) que los SSRs 
derivados de ESTs con motivos trinucleotídicos, que fueron muy poco 
polimórficos (A=3,08). La variabilidad menor de estos últimos coincide por lo 
general con su localización en el EST. Tal como puede verse en la Tabla 2, 
todos los SSRs dinucleotídicos cuya posición pudo identificarse están, 
lógicamente, en regiones no codificantes, mientras que la mayoría de los 
SSRs trinucleotídicos se encuentran en zonas codificantes (11 de 12). 
Parece por tanto razonable que estos últimos sean menos variables al estar 
sometidos a selección. 
Esta diversidad de comportamiento de los SSR procedentes de ESTs, 
tiene que tenerse en cuenta a la hora de comparar los resultados entre 
diferentes autores. Los 22 SSRs derivados de ESTs de almendro (EPDCU) 
amplificaron A=4,73 alelos/locus, que está por debajo de los valores 
encontrados por Xu et al. (2004) y por Xie et al. (2006) que usaron el primero 
8 y el segundo 11 microsatélites derivados de ESTs con los que calcularon 
valores de A= 5,45 y 7,8, respectivamente. Considerando que los 
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microsatélites usados por estos autores se hallan en su mayoría en zonas no 
codificantes, estos datos son comparables con los que hemos obtenido 
usando SSRs dinucleotídicos procedentes de ESTs, para los que hemos 
estimado un valor de A= 6,70. En el presente estudio se pudieron identificar 
individualmente todas las variedades evaluadas tanto con los SSRs 
genómicos como con los derivados de ESTs.  
El número medio de microsatélites con diferente genotipo entre dos 
variedades fue de 35,85. Las dos variedades más próximas „Guara‟ y 
„Tuono‟ pudieron ser diferenciadas por solo dos microsatélites, uno de cada 
tipo (CPDCT003 y EPDCU3083). También Sánchez-Pérez et al. (2006) y 
Kadkhodaei et al. (2011) observaron una gran similitud entre estos dos 
cultivares usando 6 y 18 microsatélites polimórficos, respectivamente. Los 
SSRs son marcadores con una tasa de mutación elevada que ha permitido 
encontrar diferencias entre algunos “sports” conocidos de melocotonero 
(Aranzana et al., 2010). Por otra parte, la probabilidad de encontrar por azar 
un genotipo casi idéntico a otro procedente de la reproducción sexual 
usando la enorme variabilidad muestreada con los SSRs usados en este 
trabajo es muy baja. Por consiguiente, nuestros datos son más consistentes 
con el origen de „Guara‟ como el resultado de la variabilidad somática de 
„Tuono‟ que como un descendiente de esta o una variedad de origen distinto. 
Los SSRs genómicos mostraron el doble de alelos raros que los 
derivados de ESTs (44 alelos frente a 22), lo que demuestra de nuevo que 
estos últimos son menos polimórficos porque muchos de ellos están 
localizados en zonas codificantes y evolucionan más lentamente. Las dos 
variedades „Achaak‟ de Túnez y „Retsou‟ de Grecia son las que más alelos 
raros presentaron (10 cada una) seguidos de „Garrigues‟ (7), „Gabaix‟ y 
„Ramillete‟ (6 cada una). Todas son variedades antiguas del Mediterráneo, 
que es uno de los centros de diversificación del almendro. „Primorskiy‟, una 
variedad originaria del Este de Europa no tenía ningún alelo raro, lo que 
sugiere un origen común con las variedades más meridionales. „Johnston‟s 
Prolific‟, la única variedad Australiana, presentó solamente cinco alelos 
raros, lo que se explicaría por su reciente origen a partir de material europeo, 
quizás derivada de la variedad española „Ramillete‟ (Channuntapipat et al., 
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2003), que el presente estudio también identifica como variedades 
genéticamente próximas. 
En el dendrograma obtenido (Figura 1), se diferenciaron seis grupos: 
A1.1, A1.2, A2.1, A2.2, A2.3. y B. En el subgrupo A1 se encuentran dos 
grupos, el primero de ellos (A1.1) con todas las variedades californianas 
estudiadas, lo que sugiere que posiblemente están emparentadas y 
sometidas a selección divergente a partir de los materiales europeos 
originales. El segundo (A1.2) incluye variedades europeas precoces de 
distintos orígenes y particularmente las únicas dos originarias de Murcia que 
forman parte de este estudio ('Atocha' y 'Ramillete'). Ya en el subgrupo A2, 
formado por tres grupos, se incluyen todas las variedades europeas de 
floración tardía. En el pequeño grupo A2.1 encontramos dos variedades 
tardías francesas. En A2.2 se juntan todas las variedades autocompatibles y 
de floración tardía, menos la variedad 'Francolí' que se agrupa con su 
progenitor femenino ('Cristomorto'). Este clúster está formado por todas las 
variedades de la región italiana de Apulia, además de la variedad francesa 
„Lauranne‟, un descendiente de „Tuono‟, y de „Guara‟ que como hemos visto 
antes podría tratarse de un “sport” de „Tuono‟. Dentro de A2.3 se encuentran 
algunas de las variedades obtenidas por el IRTA ('Francolí', 'Tarragonès', 
'Masbovera' y 'Glorieta') y por el INRA ('Ferragnès') con algunos de sus 
parentales („Cristomorto‟ y „Primorskiy‟). Ya en un cluster diferente (B) se 
encuentran cuatro variedades clásicas del Mediterráneo: „Desmayo 
Largueta‟, „Marcona‟, „Gabaix‟ y „Retsou‟ que serían las más separadas del 
conjunto estudiado.  
El programa “Structure” agrupó nuestras 30 variedades en 5 
subpoblaciones (Figura 1 y 2) que coinciden casi siempre con los grupos 
encontrados en el dendrograma, sobre todo si contamos sólo con las 
variedades que presentan al menos un coeficiente de 0,8 de pertenencia a 
una subpoblación. Los dos grupos A1.2 y B en nuestro dendrograma, 
formaron un único grupo en el histograma de Structure, eso es porque todas 
estas variedades son variedades antiguas del mediterráneo y con floración 
temprana. Es interesante observar que los híbridos entre individuos 
pertenecientes a dos subpoblaciones („Francolí‟, „Ferragnès‟, „Garbí‟ o 
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„Lauranne‟) tienen, tal como habría que esperar, una componente parecida 
de la subpoblación a la que pertenece cada uno de los parentales. 
Según el dendrograma y la estructura poblacional de nuestras 30 
variedades de almendro, vemos que la época de floración fue un criterio 
determinante en la formación de los clústeres o de las subpoblaciones, pero 
no parece haber ninguna relación de estos grupos con el carácter dureza de 
la cascara. Esta separación genética por época de floración tiene sentido ya 
que de manera natural habría favorecido el cruzamiento entre individuos de 
floración agrupada, tendiendo a aislar entre sí grupos de variedades de 
floración habitualmente no solapada. También notamos la influencia de la 
procedencia de las variedades en la formación de los grupos. De hecho las 
variedades estadounidenses formaron un grupo diferenciado tanto en el 
dendrograma como en la estructura poblacional, lo que significa que, desde 
la introducción a América de sus antecesores europeos, fueron 
seleccionadas por su adaptación a las exigencias de su ambiente y mercado 
hasta formar un grupo que parece claramente diferenciado de las variedades 
mediterráneas. También las variedades de la región italiana de Apulia y las 
de la región de Murcia aparecen en los mismos grupos. En el caso de las 
variedades antiguas francesas, la separación parece tener una componente 
geográfica y también de época de floración, donde „Aï‟ y „Belle d‟Aurons‟ 
forman un grupo diferenciado dentro de las variedades tardías y „Ardechoise‟ 
se situaría más cerca de otras variedades europeas de floración temprana. 
Las otras dos variedades francesas („Lauranne‟ y „Ferragnès‟) son de 
obtención reciente y pedigrí conocido y se sitúan en la proximidad de alguno 
de sus progenitores. 
Aunque los 45 SSRs estudiados no fueron seleccionados con el 
objetivo de que cubrieran la mayor parte del genoma, su distribución fue 
bastante amplia con marcadores en todos los grupos de ligamiento (Tabla 
2), aunque algunos grupos como el G1 o el G8 con 12 y 8 SSRs, 
respectivamente, estaban mucho más representados que otros como el G6 
(2 SSRs), G2 (3) y G7 (3). En un primer intento para analizar el desequilibrio 
de ligamiento del almendro hemos examinado la independencia entre la 
variabilidad de los loci analizados y hemos identificado un total de 16 parejas 
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que eran significativamente no-independientes, lo que significa un 3,1% de 
las comparaciones realizadas. De ellas, 16 correspondieron a parejas de loci 
que estaban dentro del mismo grupo de ligamiento y 18 a comparaciones 
entre loci de diferentes grupos. La mayor parte de las primeras (13) se 
encontraron en las comparaciones entre los siete marcadores localizados en 
el G3 que cubrían la mayor parte de la distancia en este grupo, mientras que 
otras tres parejas que fueron significativamente no-independientes dos se 
encontraban en G1 (EPDCU504-EPDCU280 y CPDCT005-CPDCT039) y 
una en G8 (EPDCU3146-EPDCU3547). Excepto CPDCT005-CPDCT039, 
que están separadas por 26 Mbp, las otras dos parejas se encontraban en 
fragmentos cromosómicos cortos (6 y 38 kb). Considerando que hemos 
detectado una importante estructura poblacional, nuestros datos sugieren 
que el nivel de conservación del desequilibrio de ligamiento encontrado es 
poco importante, particularmente cuando se compara con los elevados 
niveles de conservación observados en melocotonero (Aranzana et al., 
2010). Estos resultados pueden explicarse por el sistema de 
autoincompatibilidad del almendro, que habría garantizado un 
comportamiento esencialmente alógamo, y por una historia de la especie 
después de la domesticación que no habría incluido episodios de cuellos de 
botella que hubieran favorecido una mayor conservación del DL. La 
excepción de G3 podría deberse a que uno o más genes de este 
cromosoma hubieran sido sometidos a selección direccional durante el 
proceso de domesticación. 
En conjunto, nuestros datos confirman la gran diversidad genética del 
almendro, su comportamiento como una especie típicamente alógama, con 
una distribución de su variabilidad acorde con su selección en diversos 
ambientes durante largos períodos de tiempo, lo que la habría llevado a una 
fuerte estructura poblacional determinada por elementos de tipo geográfico 
(adaptación al medio ambiente local) y fenológico (coincidencia de época de 
floración). Además, la estructura poblacional es un factor a tener en cuenta 
en caso de que se pudieran plantear en el futuro estudios de genética de 
asociación. Esta enorme variabilidad asegura la efectividad de la mejora 
genética en la búsqueda de caracteres nuevos y es una fuente de 
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variabilidad potencial para otras especies, compatibles con el almendro, pero 
mucho más erosionadas genéticamente como el melocotonero.  
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Tabla 3: Parámetros de variabilidad genética calculados para 47 SSRs en 30 variedades de 
almendro. 
Tipo 
SSR 
Microsatélites A Ae Ho He F 
Nº 
genotipos 
PD 
G
e
n
ó
m
ic
o
s
 d
in
u
c
le
o
tí
d
ic
o
s
 
CPDCT042 11 7,41 0,87 0,87 0,00 22 0,94 
CPDCT038 10 5,59 0,77 0,82 0,07 15 0,86 
CPDCT039 7 2,67 0,73 0,63 -0,17 10 0,84 
CPDCT019 11 8,65 0,90 0,88 -0,02 13 0,88 
CPDCT017 7 4,04 0,67 0,75 0,11 14 0,87 
CPDCT005 11 6,72 0,40 0,85 0,53 17 0,92 
CPDCT044 9 7,03 0,73 0,86 0,15 18 0,93 
CPDCT004 6 2,69 0,33 0,63 0,47 8 0,76 
CPDCT033 11 4,27 0,73 0,77 0,04 13 0,89 
CPDCT047 11 6,16 0,87 0,84 -0,03 17 0,92 
CPDCT008 7 4,68 0,63 0,79 0,19 13 0,90 
CPDCT025 10 4,11 0,73 0,76 0,03 13 0,89 
CPDCT040 12 7,26 0,93 0,86 -0,08 20 0,93 
CPDCT027 11 5,57 0,90 0,82 -0,10 15 0,92 
CPDCT045 11 6,95 0,47 0,86 0,45 18 0,92 
CPDCT037 9 6,36 1,00 0,84 -0,19 15 0,91 
CPDCT028 10 5,59 0,83 0,82 -0,01 17 0,91 
CPDCT016 8 2,17 0,37 0,54 0,32 11 0,69 
CPDCT022 8 5,08 0,97 0,80 -0,20 16 0,89 
CPDCT003 12 7,73 0,70 0,87 0,20 22 0,94 
CPDCT006 9 2,92 0,33 0,66 0,49 11 0,75 
CPDCT007 9 3,08 0,63 0,68 0,06 13 0,85 
CPDCT034 8 5,00 0,90 0,80 -0,13 14 0,88 
CPDCT014 9 5,71 0,57 0,83 0,31 15 0,91 
CPDCT029 10 4,58 0,63 0,78 0,19 13 0,85 
E
S
T
s
 d
in
u
c
le
o
tí
d
ic
o
s
 EPDCU5100 4 1,52 0,40 0,34 -0,17 4 0,57 
EPDCU3537 4 1,96 0,57 0,49 -0,16 6 0,67 
EPDCU2804 5 1,91 0,33 0,48 0,30 6 0,63 
EPDCU5046 8 4,00 0,70 0,75 0,07 13 0,88 
EPDCU3083 14 6,79 0,87 0,88 0,01 21 0,94 
EPDCU4805 4 1,91 0,40 0,48 0,16 5 0,65 
EPDCU4658 12 7,86 0,87 0,87 0,01 21 0,94 
EPDCU3647 4 2,62 0,70 0,62 -0,13 7 0,70 
EPDCU2931 3 2,20 0,67 0,55 -0,22 5 0,62 
EPDCU3392 9 6,64 1,00 0,85 -0,18 17 0,92 
E
S
T
s
 T
ri
n
u
c
le
o
tí
d
ic
o
s
 
EPDCU3122 3 1,31 0,27 0,24 -0,13 3 0,41 
EPDCU2862 2 1,10 0,10 0,10 -0,05 2 0,18 
EPDCU4017 5 1,51 0,30 0,34 0,11 6 0,51 
EPDCU3158 2 1,07 0,07 0,06 -0,03 2 0,12 
EPDCU2584 3 2,04 0,53 0,51 -0,05 5 0,70 
EPDCU3516 3 1,23 0,13 0,18 0,28 3 0,29 
EPDCU4466 6 2,33 0,67 0,57 -0,17 8 0,70 
EPDCU3454 2 1,30 0,20 0,23 0,13 3 0,37 
EPDCU5062 4 1,66 0,53 0,40 -0,35 4 0,58 
EPDCU3146 2 1,30 0,27 0,23 -0,15 2 0,39 
EPDCU3547 2 1,30 0,27 0,23 -0,15 2 0,39 
EPDCU3117 3 1,50 0,33 0,34 0,00 4 0,53 
 Promedio Genómicos 9,48 5,28 0,70 0,78 0,11 14,92 0,88 
 Promedio ESTs 4,73 2,50 0,46 0,44 -0,04 6,77 0,58 
 Promedio ESTs (di) 6,70 3,74 0,65 0,63 -0,03 10,50 0,75 
 Promedio ESTs (tri) 3,08 1,47 0,31 0,29 -0,05 3,67 0,43 
 Promedio Total (di) 8,69 4,84 0,69 0,74 0,07 13,66 0,84 
 Promedio Total 7,26 3,98 0,59 0,62 0,04 11,11 0,74 
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Figura 1: Dendrograma de 30 variedades de almendro estudiadas para 47 SSRs 
basado en distancia genética y usando el modelo Neighbour Joining, y 
correspondencia con las subpoblaciones según el estudio de estructura poblacional
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Figura 2: Estructura poblacional de las 30 variedades estudiadas de almendro, con un 
número de subpoblaciones de K=5  
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ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD Y 
COMPROBACIÓN DE PEDIGRÍS EN CIRUELO 
JAPONÉS USANDO MARCADORES MICROSATÉLITE 
 
 
Introducción 
 
El ciruelo japonés, Prunus salicina Lindl. es, como el melocotonero, 
albaricoquero, cerezo y ciruelo europeo, un frutal de hueso cuyo fruto es una 
drupa que se destina mayoritariamente al consumo en fresco. El centro de 
origen de esta especie es China, donde su cultivo data de hace varios miles 
de años, aunque nunca tuvo la importancia comercial y cultural que tuvo el 
melocotonero (Okie y Ramming, 1999). Las antiguas variedades de este 
cultivo fueron mejoradas en un principio en Japón y posteriormente, hacia 
finales del siglo XIX, en los Estados Unidos usando el material japonés y 
diferentes genotipos de especies de origen chino, como P. simonii Carr., 
europeo, como P. cerasifera Ehrh. y americano, como P. americana Marsh., 
P. angustifolia y P. munsoniana Wight and Hedr. (Howard, 1945; Byrne, 
1989). Este moderno y exitoso programa de mejora, basado en buena parte 
en materiales procedentes de cruzamientos interespecíficos (Byrne, 1989; 
Ramming y Cociu, 1990), fue inicialmente obra del botánico y mejorador 
Luther Burbank (Dreyer, 1985), que obtuvo muy buenos cultivares, algunos 
de los cuales se siguen comercializando actualmente. Posteriormente se 
desarrollaron varios programas de mejora en todo el mundo, contribuyendo a 
que este cultivo se extendiera, al ofrecer nuevos cultivares de alta calidad, 
adaptados a diferentes medios y usos (Okie y Ramming, 1999; Okie y 
Hancock, 2008). 
Los primeros datos sobre caracterización molecular del ciruelo japonés 
y de sus híbridos se obtuvieron con isoenzimas (Parfitt et al., 1985; Byrne y 
Littleton, 1988; Byrne, 1990; Manganaris et al., 1999), lo que ya permitió 
constatar su elevado nivel de variabilidad, sólo comparable al del almendro 
entre los Prunus cultivados. Con el descubrimiento de la reacción en cadena 
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de la polimerasa (PCR), se usaron otros marcadores, como los RAPDs 
(random amplified polymorphic DNA) (Ortiz et al., 1997; Bellini et al., 1998; 
Shimada et al., 1999; Boonprakob et al., 2001; Qiao et al., 2007; Ben 
Tamarzizt et al., 2009), y los AFLPs (amplified fragment lenght 
polymorphisms) (Goulão et al., 2001; Ilgin et al., 2009). Los marcadores 
RAPDs y AFLPs son abundantes y solventaron el problema de la escasez de 
los marcadores isoenzimáticos, sin embargo, su herencia es dominante y 
son poco reproducibles. 
Los marcadores basados en la variabilidad de las secuencias 
microsatélite, llamados marcadores SSR (simple-sequence repeats), son 
particularmente eficientes en los estudios de variabilidad y para diferentes 
aplicaciones a la mejora genética de plantas gracias a su herencia 
codominante, alto nivel de polimorfismo, gran número y presencia en todo el 
genoma. Además, los SSRs son fáciles de usar, reproducir y automatizar 
(Rakoczy y Bolibok, 2004). Estos marcadores pueden ser transferibles entre 
especies cercanas siempre que exista una alta conservación de las regiones 
flanqueantes a los microsatélites, tal como se ha demostrado tanto en 
animales (Schlötterer et al, 1991; Rico et al., 1996) como en plantas (Isagi y 
Suhandono, 1997; Cipriani et al., 1999; Mnejja et al., 2010).  
Varios trabajos muestran la transferibilidad de los microsatélites 
desarrollados en diferentes especies del genero Prunus al ciruelo japonés 
(Cipriani et al., 1999; Struss et al., 2003; Mnejja et al., 2005; Nishitami et al., 
2007; Wünsch, 2009). Gracias a esta transferibilidad, los SSRs obtenidos en 
diferentes especies del género Prunus se usaron para el estudio de la 
variabilidad de los ciruelos. En su estudio de variabilidad del ciruelo japonés 
usando marcadores microsatélites, Ahmad et al. (2004) encontraron que el 
76% de los 25 SSRs de cerezo y el 100% de los 3 de melocotonero usados 
fueron polimórficos en una muestra de variedades de ciruelo japonés y de 
pluots (variedades de ciruelo originariamente procedentes de cruzamientos 
interespecíficos entre ciruelo japonés y albaricoquero). Para el estudio de la 
variabilidad de los ciruelos americanos, Rohrer et al. (2004) usaron también 
SSRs desarrollados en cerezo y melocotonero, todos fueron polimórficos en 
las 23 accesiones de ciruelos americanos. Estudios más recientes de 
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variabilidad también con SSRs derivados de otros Prunus (Qiao et al., 2007; 
Hayashi et al., 2009) permitieron a estos autores usar la gran mayoría de los 
marcadores testados. En el presente trabajo estudiamos por primera vez la 
variabilidad de ciruelo japonés usando solamente marcadores microsatélites 
desarrollados en esta especie ya obtenidos en nuestro laboratorio (Mnejja et 
al., 2004). 
 
Materiales y métodos 
 
Se extrajo ADN a partir de hojas jóvenes de 38 cultivares de ciruelo 
japonés y un pluot (ver Tabla 1) que obtuvimos de los campos de ensayo de 
la Estación Experimental del IRTA en Lleida. El método de extracción usado 
fue el de Doyle y Doyle (1990), omitiendo el tratamiento final con RNAsas. 
Para el análisis de esta muestra, se usaron los 27 SSRs polimórficos 
en P. salicina y que amplificaban un sólo locus de los 35 obtenidos a partir 
de ADN genómico de ciruelo japonés cv. Santa Rosa (Mnejja et al., 2004). 
Estos SSRs se describen en la Tabla 2 juntamente con su posición en el 
genoma, usando para ello la secuencia del melocotonero (Verde et al., 2013) 
a partir de la base de datos de las Rosáceas (http://www.rosaceae.org/). 
La metodología usada para realizar las reacciones de PCR consistió en 
añadir 20 ng de ADN, 10 mM de Tris-HCl a 8,3 de pH, 2,5 mM de MgCl2, 50 
mM de KCl, 0,001 % de gelatina, 0,4 µM de cada cebador, 133 µM de dATP, 
dTTP y dGTP, 1,6 µM de dCTP, 1 U de la Taq polimerasa (PE Applied 
Biosystems) y 0,5 µCi del α33P dCTP en un volumen total de 15 µl. Las 
condiciones de amplificación del ADN en el termociclador fueron las 
siguientes: 1 min a 94ºC seguido por 35 ciclos de 30 s a 94ºC, 30 s a la 
temperatura de hibridación específica para cada pareja de cebadores y 30 s 
a 72ºC, terminando con 5 min de extensión a 72ºC. Se separaron los 
productos desnaturalizados procedentes de la PCR en geles de 
poliacrilamida (6%) bajo una corriente constante de 100 W durante 2h. Se 
usó en cada gel como control para determinar el tamaño de los fragmentos 
separados un marcador de peso molecular marcado, el 30-330 bp “DNA 
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ladder” (Gibco BRL, Invitrogen, San Diego). Al final de la electroforesis, se 
transfirió el gel de poliacrilamida a un papel de cromatografía Whatman 3 
MM, secándose luego al vacio y exponiéndolo durante 2 días a un film de 
radiografía (CURIX RP2, AGFA, Mortsel, Belgium). 
Se calcularon diversos parámetros poblacionales para caracterizar la 
información proporcionada por los SSR, estos fueron los siguientes: número 
total de alelos por locus (A), número efectivo de alelos por locus (Ae=1/Σpi
2, 
donde pi es la frecuencia del alelo i), heterocigosidad observada 
(Ho=número de individuos heterocigóticos/número de individuos totales), 
heterocigosidad esperada (He=1- Σpi
2), índice de fijación de Wright (F=1-
Ho/He) (Wright, 1951) y poder discriminatorio (PD=1- Σgi
2, siendo gi la 
frecuencia del genotipo i) (Kloosterman et al., 1993). 
Usamos el programa Powermarker (Liu y Muse, 2005) para construir el 
dendrograma de las 38 variedades analizadas en este estudio. Se adoptó el 
modelo Neighbour Joining (NJ) y se analizaron las distancias genéticas entre 
cultivares según el coeficiente Nei (Nei et al., 1983). 
Para estudiar la estructura poblacional de nuestra muestra, usamos el 
programa Structure v.2.1 (Pritchard et al., 2000). Este programa adopta el 
método de agrupamiento que identifica K subgrupos de individuos con 
distintas frecuencias alélicas. Los individuos pueden ser miembros de 
múltiples sub-poblaciones con distinto coeficiente sumando un total de 1. 
Elegimos el modelo de mezcla con alelos correlacionados con el fin de 
examinar la estratificación poblacional en nuestra muestra. Ejecutamos 
1.000.000 de interacciones después de una iniciación de 100.000. 
Seleccionamos el número K de sub-poblaciones que mejor se ajusta a 
nuestra colección de variedades según el método Evanno et al. (2005). Se 
consideraron como pertenecientes a una subpoblación aquellas variedades 
con un porcentaje de pertenencia a ella de al menos un 80%.  
Para el estudio del desequilibrio de ligamiento entre parejas de loci se 
empleó el programa GenePop (http://genepop.curtin.edu.au/). Se determinó 
el umbral de aceptación de que una pareja de loci estaban en desequilibrio 
de ligamiento cuando la probabilidad de independencia fue inferior a 
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α=1,4x10-4, lo que corresponde a α=0,05 tras la corrección de Bonferroni 
(Bonferroni, 1936) para el total de 351 parejas de loci comparadas.   
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Tabla 1: Material vegetal usado en este estudio 
Cultivar Origen Pedigrí Fuente 
‘Angeleno’ 
Garabedian, California, 
EEUU (1967) 
„Queen Ann‟ (PA) 
Okie y Ramming, 
1999 
‘Au-Rosa’ 
Norton, Auburn 
University, Alabama, 
EEUU (1989) 
Cruce entre 2 selecciones de un 
BC de „Starcher#1‟ x „Santa Rosa‟ 
Okie y Ramming, 
1999 
‘Autumn 
Giant’ 
Zaiger, California, EEUU 
(1986) 
„Roysum‟ (mutación „Late Santa 
Rosa‟) x „King David‟ 
Okie y Ramming, 
1999 
‘Bella di 
Barbiano’ 
Cotignola, Italia desconocido  
‘Blackamber’ 
USDA Fresno, 
California, EEUU (1980) 
„Friar‟ x „Queen Rosa‟ + (2) 
Okie y Ramming, 
1999 
‘Black 
Diamond’ 
SunWorld Inc, Superior 
Farms, Ca. EEUU 
(1982) 
„Angeleno‟ (PA) + (1) 
Okie y Ramming, 
1999 
‘Black Gold’ 
Weinberger, USDA 
Fresno, California, 
EEUU 
„Angeleno‟ (PA) + (1) 
M. Badenes 
(com. pers.)- 
‘Black Ruby’ 
Okie, USDA-ARS, 
Byron, Georgia, EEUU 
(1994) 
(„Queen Ann‟ x „Santa Rosa‟) (PA) 
Okie y Ramming, 
1999 
‘Black Star’ 
SunWorld Inc, Superior 
Farms, Ca. EEUU 
desconocido  
‘By-68-1262’ 
USDA-ARS Byron, 
Georgia, EEUU 
desconocido  
‘By-8154-58’ 
USDA-ARS Byron, 
Georgia, EEUU 
(„Mariposa‟ x „Methley‟) (PA) Okie, 2006 
‘By-8155-70’ 
USDA-ARS Byron, 
Georgia, EEUU 
desconocido  
‘By-8334-16’ 
USDA-ARS Byron, 
Georgia, EEUU 
desconocido  
‘Byrongold’ 
Thompson, USDA-ARS 
Byron, Georgia, EEUU 
(1985) 
[„Gaviota‟ (P salicina x P. 
americana) x („Ozark Premier‟ x P. 
angustifolia)] (PA) 
Okie y Ramming, 
1999 
‘Calita’ 
Weinberger, USDA 
Fresno, California, 
EEUU 
„Gaviota‟ x „Eldorado‟ 
M. Badenes 
(com. pers.) 
‘Catalina’ 
Krause, California, 
EEUU (1982) 
„Angeleno‟ (PA)+ (1) 
Okie y Ramming, 
1999 
‘Early Beaut’ 
Bradford, California, 
EEUU 
„Red Beaut‟ (PA) 
M. Badenes 
(com. pers.) 
‘Flavorosa’ Zaiger, California, EEUU Pluot  
‘Fortune’ 
USDA Fresno, 
California, EEUU (1988) 
„Laroda‟ x („Queen Ann‟ x „Late 
Santa Rosa‟) 
Okie y Ramming, 
1999 
‘Freedom’ 
USDA Fresno, 
California, EEUU (1980) 
„Laroda‟ x („Queen Ann‟ x „Late 
Santa Rosa‟) 
Okie y Ramming, 
1999 
‘Friar’ 
Weinberger, USDA 
Fresno, California, 
EEUU (1968) 
„Gaviota‟ x „Nubiana‟ 
Okie y Ramming, 
1999 
‘Golden 
Globe’ 
Zaiger, California, EEUU 
(1991) 
„Laroda‟ x „Queen Ann‟ 
Okie y Ramming, 
1999 
‘Golden 
Japan’ 
Burbank, California, 
EEUU 
desconocido  
‘Golden plum’ EEUU desconocido  
‘Laetitia’ Sudafrica (1985) „Golden King‟ (PA) 
Okie y Ramming, 
1999 
‘MidniteSun’ 
Chamberlin, California, 
EEUU (1987) 
desconocido  
‘Obilnaja’ URSS 
„Burbank‟ x „Tavricheskaja‟ (P. 
cerasifera) 
M. Badenes 
(com. pers.) 
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Tabla 1: Continuación 
Cultivar Origen Pedigrí Fuente 
‘Ozark 
Premier’ 
SFES, Missouri, EEUU 
(1946) 
„Burbank‟ x „Methley‟ (P. salicina x 
P. cerasifera) 
Byrne y Littleton, 
1988 
‘Pabeida’ URSS 
„Burbank‟ x „Tavricheskaja‟ (P. 
cerasifera) 
M. Badenes 
(com. pers.) 
‘Primetime’ 
Wuhl, USDA Fresno, 
California, EEUU (1994) 
„Challenger‟ x „Show Time‟ - (5) 
Okie y Ramming, 
1999 
‘Queen Rosa’ 
USDA Fresno, 
California, EEUU (1972) 
„Santa Rosa‟ x „Queen Ann‟ - (5) 
Okie y Ramming, 
1999 
‘Royal 
Diamond’ 
Kitahara, California, EEUU 
(1989) 
„Angeleno‟ (PA) + (3) 
Okie y 
Ramming, 
1999 
‘Rubysweet’ 
USDA-ARS Byron, Georgia, 
EEUU 
„Mariposa‟ x „Morris‟ 
(autofecundación „Methley‟) 
Okie y 
Ramming, 
1999 
‘Santa Rosa’ 
Burbank, California, EEUU 
(1906) 
desconocido  
‘Showtime’ 
Wuhl, USDA Fresno, 
California, EEUU (1992) 
„Santa Rosa‟ (PA) - (5) 
Okie y 
Ramming, 
1999 
‘Simka’ 
Kazarian, California, EEUU 
(1959) 
„Santa Rosa‟ (PA) + (2) *Página web 
‘Songold’ Sudafrica (1972) 
„Golden King‟ x „Wickson‟ („Kelsey‟ 
x „Burbank‟) 
Okie y 
Ramming, 
1999 
‘T.C.Sun’ 
Chamberlin, California, 
EEUU 
desconocido  
(PA): polinización abierta 
+: pedigrí confirmado con los marcadores estudiados, entre paréntesis el número de alelos 
discrepantes. 
-: pedigrí rechazado, entre paréntesis el número de alelos discrepantes  
*http://www.naturalhub.com/grow_fruit_cultivars_plum.htm 
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Tabla 2: Microsatélites de ciruelo usados en el estudio y su posición en el mapa y el 
genoma de Prunus 
Microsatélite
 
Repetición
 Posición en el mapa de 
Prunus
 Posición en el genoma de Prunus
 
CPSCT008 (GA)17 G1(9,0)
3
 4:16691678..16691398 
CPSCT036
 
(GA)5…(GA)3 CGG (GA)7
 
G1(28,6)
1 
1:21862226..21862868
 
CPSCT027
 
(GA)23
 
G1(29,2)
 
1:22035955..22036425
 
CPSCT024
 
(GA)20
 
G1(36,6)
 
1:27083599..27084298
 
CPSCT044
 (GT)8 (AT)4…(GA)7 CA 
(GA)4
 G2(23,6)
 
2:17217107..17217616
 
CPSCT021
 
(GA)15
 
G2(39,4)
 
2:23734599..23735532
 
CPSCT034
 
(CT)5 GT (CT)6…(CA)5
 
G2(48,6)
 
2:26348777..26349357
 
CPSCT037
 
(GA)17
 
s.d.
2 
3:3973631..3973987
 
CPSCT025
 
(CCT)3 (CT)13
 
s.d.
 
3:5849272..5849933
 
CPSCT032
 
(GA)10
 
G3(18,9)
 
3:10161417..10161812
 
CPSCT035
 
(GA)23
 
s.d.
 
3:19413890..19414046
 
CPSCT039
 
(GA)18
 
G4(1,8)
 
4:420318..420916
 
CPSCT005
 
(CT)16
 
G4(53,8)
 
4:29887942..29888421
 
CPSCT011
 
(CT)21
 
G5(5,2)
 
5:4162458..4163392
 
CPSCT006
 
(CT)15
 
G5(21,7)
 
5:11533644..11534049
 
CPSCT030
 
(CT)12
 
G5(35,6)
 
5:15126681..15127320
 
CPSCT022
 
(GA)13
 
G5(40,7)
 
5:16626112..16626607
 
CPSCT012
 
(GA)16
 
G6(36,2)
 
6:16098467..16098872
 
CPSCT002 (CT)8 G6(6:25
4
) 6:2289012..2289812 
CPSCT010
 
(TA)9 (CT)14
 
s.d.
 
6:28364097..28364300
 
CPSCT004
 
(GA)8
 
G7(9,5)
 
7:6681998..6682453
 
CPSCT026
 
(CT)16
 
G7(22,7)
 
7:10978397..10978874
 
CPSCT033
 
(GT)11 (GA)13
 
G7(28,4)
 
7:14096733..14097221
 
CPSCT042
 
(GA)10
 
G7(41,3)
 
7:17083611..17084210
 
CPSCT018 (CA)5 (CT)20 G8(0,0) 8:123201..124141 
CPSCT029 (GA)20 s.d. 
alineamiento con varios scaffolds 
con una similitud >80% 
CPSCT013 (GAA)2 (GA)8 s.d. 
Sin homologías >80% en el genoma 
de melocotonero 
1
 Notación para marcadores situados en el mapa de referencia de Prunus (Dirlewanger et al., 2004): 
G1-G8, grupos de ligamiento del 1 al 8; en paréntesis posición en el mapa en cM. 
2
 s.d.= sin determinar. 
3
 La posición correcta es la del mapa genético. La región donde se encuentra CPSCT008 está mal 
situada en la secuencia del melocotonero v1.0 (I. Verde com. pers.) 
4
 Notación para marcadores situados con la estrategia de “bin mapping” (Howad et al., 2005): número 
del grupo de ligamiento: posición inicial del “bin” en el mapa de referencia de Prunus. 
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Resultados y discusión 
 
Los parámetros poblacionales estudiados (Tabla 3) indican que el ciruelo 
japonés es una especie que presenta un alto nivel de variabilidad, lo que 
confirma los resultados de otros trabajos (Byrne, 1990; Mnejja et al., 2010, 
Carrasco et al., 2012) y es congruente con el origen de buena parte de los 
materiales estudiados a partir de cruzamientos interespecíficos en los que 
han intervenido diversas especies de Prunus además de P. salicina. Los 
microsatélites usados produjeron de 2 a 13 alelos por locus con un promedio 
de A=7,19 y de 2 a 26 genotipos por locus con un promedio de 13,04 de un 
total de 38 genotipos. Esta variabilidad sitúa al ciruelo japonés junto al 
almendro, como las especie más variables dentro de las cultivadas del 
genero Prunus (Byrne 1990; Mnejja et al. 2010). En nuestro trabajo de 
variabilidad del almendro usando microsatélites desarrollados en la misma 
especie (Capítulo 2) observamos una media de 7,26 alelos y 11,11 
genotipos por locus de un total de 30 genotipos. Aunque los valores de los 
parámetros de variabilidad son parecidos entre ciruelo japonés y almendro, 
en almendro usamos un número parecido de SSRs procedentes de 
secuencias genómicas y de ESTs, siendo estos últimos menos variables. Si 
tomamos únicamente los datos de los SSRs genómicos de almendro, los 
valores de estos parámetros fueron de 9,48 alelos/locus y 14,92 
genotipos/locus, más de dos puntos por encima en cada caso de los valores 
encontrados en ciruelo japonés, lo que situaría al almendro en un nivel de 
variabilidad ligeramente superior al resto de los Prunus cultivados.  
Algunos trabajos anteriores de análisis de la variabilidad en ciruelo 
japonés se realizaron con microsatélites desarrollados en especies cercanas 
del genero Prunus. Usando 25 SSRs de P. avium y otros 3 de P. persica, 
Ahmad et al. (2004) hallaron un promedio de alelos menor, A=4,3 en los 14 
cultivares de ciruelo y 6 de pluots. También en nuestro anterior estudio de 
transferibilidad de los microsatélites obtuvimos una media de A= 4,5 alelos 
por locus en una muestra de 8 cultivares de ciruelo japonés analizada con 
120 SSRs de otros Prunus (Mnejja et al., 2010; Capítulo 4). Hayashi et al. 
(2009) usaron 12 de los 39 SSRs de melocotonero y albaricoquero que 
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amplificaron en el ciruelo japonés, para estudiar la variabilidad de 22 
cultivares y encontraron un promedio de 6,1 alelos por locus. Más 
recientemente, Carrasco et al. (2012) usando ocho de los SSRs 
desarrollados en este trabajo en 29 variedades de ciruelo japonés 
identificaron niveles más altos de variabilidad de los que hemos encontrado 
nosotros (A=12,2). Las causas más probables de las diferencias entre estos 
trabajos hay que buscarlas en el tamaño de la muestra, el origen de las 
variedades estudiadas y la variabilidad de los microsatélites usados. A 
mayor número de variedades y de más diverso origen, mayor debería ser el 
número de alelos encontrado al ser posible identificar algunos de los alelos 
que se encuentran a baja frecuencia. El origen de los microsatélites también 
influye en su variabilidad, siendo habitualmente más polimórficos los 
desarrollados en la misma especie (Maghuly et al., 2005; Mnejja et al., 
2010). Tratándose de que el número de variedades estudiadas en los 
diferentes trabajos fue bastante similar, la causa más evidente de las 
diferencias de polimorfismo observadas sería el origen de los SSRs ya que 
los datos de variabilidad encontrados fueron más altos en los trabajos 
realizados con SSRs de P. salicina (Carrasco et al., 2012 y esta 
investigación) que los que usaron SSRs procedentes de otros Prunus 
(Ahmad et al., 2004, Hayashi et al., 2009 y Mnejja et al., 2010). 
El valor promedio de la heterocigosidad observada Ho=0,67 fue muy 
elevado y próximo al de la heterocigosidad esperada He=0,70, siendo el 
promedio del índice de fijación de Wright muy próximo a cero F=0,06, lo que 
significa que nuestros datos se asemejan a los esperados en una población 
en equilibrio Hardy-Weinberg. La mayoría de los loci presentaron unos 
valores de F cerca de cero salvo algunos como CPSCT013, CPSCT029, 
CPSCT032, CPSCT033 y CPSCT037 que produjeron índices positivos y 
elevados (≥0,30), lo que indica que contienen alelos nulos a frecuencias 
medias, aunque no hayamos detectado ningún genotipo en homocigosis 
para el alelo nulo en este estudio. El valor F del locus CPSCT013 fue de 1, 
ya que la heterocigosidad observada fue 0. En este locus sólo se 
encontraron dos alelos que estaban siempre en homocigosis. Este es un 
resultado inesperado visto el comportamiento del resto de loci, pero puede 
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explicarse por la presencia de dos alelos en CPSCT013, uno de los cuales 
amplifica preferentemente cuando ambos están presentes, de modo que 
sólo un alelo puede detectarse después de la PCR con la metodología 
usada. El alelo que amplifica preferencialmente se comporta, por tanto, 
como dominante ya que el heterocigoto se confunde con el homocigoto. 
Situaciones parecidas, fueron descritas en el mapeo de SSRs en el mapa 
genético de referencia de Prunus (Howad et al., 2005) y pueden causar, 
además de los alelos nulos ya comentados anteriormente, los valores 
positivos de F encontrados en algunos SSRs. 
Los altos valores observados para el poder de discriminación (media de 
PD=0,81, lo que significa que la probabilidad de que dos variedades 
tomadas al azar sean distintas para el SSR promedio es del 81%) y de los 
genotipos identificados por locus (media de 13,04 genotipos/locus sobre 38 
posibles) muestran una alta capacidad de los marcadores usados para 
identificar variedades, lo que es particularmente destacable porque no fueron 
elegidos por ser especialmente polimórficos en esta especie. Además, un 
tercio de los marcadores usados consiguieron identificar individualmente al 
menos a 15 genotipos, que es algo más del 40% de las variedades 
estudiadas. Otro dato que confirma esta elevada capacidad de 
discriminación es que el número medio de microsatélites con distinto 
genotipo entre dos variedades fue de 22,5 de un total posible de 27. 
Los 27 microsatélites utilizados fueron capaces de diferenciar todas las 
variedades estudiadas. Dos parejas de variedades fueron sin embargo 
mucho más próximas genéticamente que el promedio: „Friar‟ y „Midnite Sun‟, 
que difirieron en tan sólo dos alelos de estos marcadores (uno alelo de 
CPSCT022 y otro de CPSCT035), y „Golden Plum‟ y „Golden Globe‟ en tres 
alelos (uno de cada uno de CPSCT004, CPSCT037 y CPSCT044). Estos 
resultados sugieren fuertemente que se tratan de la misma variedad o de 
algún mutante somático (“sport”) de la misma y que las diferencias 
encontradas en los marcadores son debidas a mutaciones somáticas en los 
microsatélites o a un error de interpretación por nuestra parte. Aranzana et 
al. (2003) encontraron diferencias en algunos alelos de microsatélites entre 
conocidos sports de melocotonero y estimaron una alta tasa de mutación 
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para estos marcadores (1,1 % de los alelos observados), lo que explicaría 
que pudiera detectarse alguna diferencia entre los SSRs de diferentes 
clones de la misma variedad sin que deban considerarse distintas. Por otra 
parte, cualquier pareja de variedades separadas por una o más meiosis, 
aunque estuvieran estrechamente emparentadas (hermanos completos, 
parental-descendiente), sería claramente diferenciable al tener un número 
muy superior de diferencias entre sí con los SSRs que hemos usado en este 
trabajo.  
Los datos obtenidos son una oportunidad para comprobar los pedigrís de 
algunas variedades que encontramos en la bibliografía. Esto fue posible en 
nueve variedades en las que conocemos el genotipo para los SSRs de uno 
(8) o dos (1) de sus putativos parentales, lo que nos ha permitido confirmar o 
descartar el pedigrí disponible (Tabla 1). Con el mismo criterio que para las 
posibles duplicaciones o mutantes somáticos hemos aceptado como bueno 
cualquier pedigrí en el que hubiera ≤3 alelos no esperados. El único caso en 
el que tenemos la información completa es el de la variedad „Blackamber‟ 
con los dos supuestos progenitores „Friar‟ x „Queen Rosa‟, en los que 
encontramos dos discrepancias con los 27 SSRs estudiados y por lo tanto 
consideramos confirmado. De los ocho casos restantes, cinco fueron 
confirmados y los otros tres no (los de „Prime Time‟, „Queen Rosa‟ y „Show 
Time‟).  
Para estudiar el desequilibrio de ligamiento del ciruelo japonés, 
exploramos la independencia de las parejas de loci estudiadas. Se 
identificaron 30 parejas de loci en desequilibrio de ligamiento de un total de 
351 posibles, eso significa el 8,5%. De estas 30 parejas, ocho 
correspondieron a loci pertenecientes al mismo grupo de ligamiento, 
repartidos como sigue; una pareja en G3, dos parejas en cada uno en G5 y 
G6, y tres parejas en G7. Las distancias físicas entre las parejas en DL 
oscilaron entre 1,9 y 12,3 Mbp (con un promedio de 5,6 Mbp). Con las 
limitaciones de trabajar con un pequeño conjunto de marcadores, estos 
resultados no son indicativos de un DL masivo. Esta situación se esperaría 
de hallarnos en un escenario en el que las variedades estudiadas 
procedieran de muy pocos fundadores tras dos o tres generaciones de 
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intercruzamiento, por lo que nuestros datos sugieren que la variabilidad de 
partida fue suficientemente amplia como para que no hayamos detectado 
altos niveles de DL.  
El dendrograma obtenido con nuestros datos se encuentra en la Figura 
1, en la que se identifica un clúster (B) con cuatro variedades claramente 
diferenciadas de las demás: „Pabeida‟ y „Obilnaja‟, ambas procedentes de 
programas de la extinta Unión Soviética, aunque con un parental procedente 
del programa californiano („Burbank‟). Las otras dos variedades de este 
clúster, „Flavorosa‟ y „Golden Japan‟, tienen un origen muy diverso. La más 
alejada de todas fue „Flavorosa‟, separada del resto de los cultivares por un 
promedio de distancia genética de 0,80, cuando el promedio general de 
distancia genética entre dos variedades de esta muestra fue de 0,57. Que 
‟Flavorosa‟ sea la variedad más alejada del resto no es sorprendente ya que 
es el único pluot de la muestra, incluyendo por tanto al albaricoquero en su 
pedigrí a diferencia del resto de variedades. „Flavorosa‟ es la que más alelos 
únicos presentó (12 de los 54 posibles), de los cuales podría ser que 
algunos procedieran del progenitor albaricoquero. La variedad más cercana 
a „Flavorosa‟ resultó ser „Golden Japan‟, a una distancia genética de 0,61 y 
con cuatro alelos únicos. „Golden Japan‟ es una de las antiguas variedades 
obtenidas por L. Burbank y según los pocos datos de pedigrí que tenemos 
no parece haber intervenido como parental de las variedades de este 
estudio, aunque los datos disponibles no descartan que pudiera ser uno de 
los ancestros de „Flavorosa‟. El grupo compuesto por „Obilnaja‟ y „Pabeida‟, 
dos variedades procedentes del mismo cruzamiento y con una distancia 
relativamente pequeña (0,39), presentaba cuatro alelos comunes que eran 
únicos en la población estudiada, alguno de los cuales podría proceder de P. 
cerasifera, ya que junto a „Ozark Premier‟ son las únicas variedades de las 
analizadas que tienen esta especie en su pedigrí. „Obilnaja‟ presentó 
además tres alelos únicos y „Pabeida‟ ninguno.  
Dentro ya del clúster A, se separa A2 con „Ozark Premier‟ y una de las 
variedades de Byron (Georgia) de la que no se obtuvo información de pedigrí 
(By-8334-07). Tratándose de que „Ozark Premier‟ tiene ancestros de P. 
cerasifera, y además „Burbank‟ es el otro parental que comparte con 
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„Obilnaja‟ y „Pabeida‟, podría tratarse de un grupo de transición con las 
variedades del clúster B. En el clúster A1 se encuentran la mayor parte de 
las variedades. Uno de sus subgrupos (A1.2) incluye „Santa Rosa‟, una de 
las variedades más antiguas del programa de L. Burbank que ha sido usada 
como parental en muchos de los otros programas, „Simka‟, uno de sus 
descendientes, y dos variedades más procedentes de programas 
Sudafricanos („Songold‟ y „Laetitia‟), ambas descendientes de „Golden King‟. 
La variedad italiana „Bella di Barbiano‟ ocupa el subclúster A1.1.2 y el resto 
de variedades, la mayoría de origen californiano, se sitúan en diferentes 
clústers dentro de A1.1.1 con la excepción de un subclúster que contiene la 
mayor parte de las variedades del programa de Byron (Georgia). Una de 
estas variedades, „Byron Gold‟, tiene seis alelos únicos, lo que podría 
deberse a su complejo pedigrí en el que intervienen, además del P. salicina, 
dos especies más (P. angustifolia y P. americana),  
En general nuestros resultados estuvieron en sintonía con los de otros 
grupos usando diferentes tipos de marcadores para el estudio de variabilidad 
del ciruelo. Detallamos a continuación algunos ejemplos. Las variedades 
„Angeleno‟ y „Catalina‟ están cerca en nuestro dendrograma tal como en el 
estudio de Ahmad et al. (2004). Eso es explicable puesto que „Catalina‟ es el 
resultado de una polinización abierta de „Angeleno‟. Goulão et al. (2001) con 
AFLPs y ISSRs encontraron tal como nosotros hemos observado que 
„Golden Japan‟ se separaba del resto de las variedades estudiadas. Las 
variedades „Queen Rosa‟ y „Freedom‟ por una parte y „Angeleno‟, „Black 
Amber‟, „Friar‟, „Black Diamond‟, Royal Diamond‟ y „Black Star‟ por otra, 
fueron cercanas genéticamente según nuestros datos, y lo fueron también 
en este estudio. „Simka‟ y „Santa Rosa‟ también estaban en el mismo grupo 
en el estudio de Boonprakob et al. (2001) con RAPDs y en el nuestro, el 
grupo contenía también la variedad „Ozark Premier‟ y „Au Rosa‟, esta última 
localizada por nosotros en un clúster bastante distante. 
Las variedades estudiadas se agruparon en dos subpoblaciones según 
el programa “Structure” (Figura 2). En general estas agrupaciones fueron 
consistentes con las agrupaciones obtenidas en el dendrograma, sobre todo 
si tomamos únicamente las variedades con un 80% de pertenencia a una 
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sola población. Lo más destacable es que las variedades de los clusters B y 
A2 del dendrograma, junto a cuatro variedades más, formaron una misma 
subpoblación (subpoblación 2), donde encontramos todas las variedades 
que provienen de cruzamientos interespecíficos entre P. salicina y otros 
Prunus ('Flavorosa', 'Obilnaja', 'Pabeida', 'By-8154-58', 'Ozark Premier', 
'Rubysweet' y 'Byron Gold'). En dos de estas variedades, „By-8154-58‟ y 
„Rubysweet‟ incluyen en su pedigrí la variedad „Methley‟, que es un 
cruzamiento entre P. salicina y P. cerasifera. La única variedad de esta 
subpoblación, de pedigrí conocido, que no parece provenir de un cruce 
interespecífico es 'Songold', aunque no se sabe mucho de la proveniencia de 
sus antecesores. Según nuestros resultados, esta variedad, junto con las 
otras dos de la subpoblación 2 de las que no disponemos de datos de 
pedigrí ('By-8334-16' y 'Golden Japan'), podrían tener en su historia algún 
episodio de hibridación interespecífica de ciruelo japonés con otras especies 
distintas. La otra subpoblación 1, incluye a la mayoría de las variedades 
californianas, que estaban separadas en un grupo mayor y otro más 
pequeño en el dendrograma. 
Nuestros datos demuestran una gran diversidad genética del ciruelo 
japonés. Esta alta variabilidad se debe al resultado de dos elementos 
importantes de su historia reciente. En primer lugar la variación propia de P. 
salicina a la que se suma la aportada por varias especies de ciruelo como P. 
americana, P. angustifolia, P. simonii y P. cerasifera. En realidad, el ciruelo 
japonés cultivado es una amalgama de especies en las que, de acuerdo con 
Boonprakob et al. (2001) predominan las especies chinas, P. salicina (29-
36%) y P. simonii (21-26%), y europeas, P. cerasifera (21-28%), siendo el 
resto (10-29%) compuesto por ciruelos de origen americano. Por otra parte, 
esta enorme variabilidad inicial ha sido modelada por los programas de 
mejora genética hacia la selección de tipos comercialmente interesantes y 
adaptados a las condiciones locales y esto hasta el momento se ha hecho 
con un número limitado de genitores y muy pocas meiosis (la mayoría de las 
variedades estudiadas están en su primera o segunda generación después 
de los cruzamientos iniciales de L. Burbank y otros mejoradores 
Norteamericanos), lo que explica su débil estructuración subpoblacional 
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basada esencialmente en los diversos programas de mejora genética, y en 
los materiales usados en cada uno de ellos, más que en otros aspectos de 
tipo morfológico o geográfico. El enorme pool genético encontrado 
demuestra el gran potencial de mejora de este cultivo, casi desconocido a 
nivel genético, que tiene por delante un futuro muy prometedor si la mejora 
genética es capaz de usar esta variabilidad para obtener variedades 
productivas, con formas y sabores nuevos, así como fuente de compuestos 
biosaludables, que las hagan atractivas para productores y consumidores.  
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Tabla 3: Parámetros de variabilidad genética calculados para 27 SSRs en 38 
variedades de ciruelo japonés. 
Microsatélite A Ao Ho He F PD Nº genotipos 
CPSCT002 4 1,55 0,34 0,35 0,04 0,54 5 
CPSCT004 5 3,72 0,82 0,73 -0,12 0,87 10 
CPSCT005 5 4,62 0,87 0,78 -0,11 0,89 11 
CPSCT006 6 4,18 0,89 0,76 -0,18 0,88 13 
CPSCT008 6 3,21 0,63 0,69 0,08 0,84 11 
CPSCT010 12 6,55 0,95 0,85 -0,12 0,92 21 
CPSCT011 7 5,50 0,97 0,82 -0,19 0,92 16 
CPSCT012 13 5,83 0,76 0,83 0,08 0,93 26 
CPSCT013 2 1,87 0,00 0,47 1,00 0,47 2 
CPSCT018 10 4,70 0,84 0,79 -0,07 0,88 17 
CPSCT021 6 2,27 0,57 0,56 -0,01 0,69 6 
CPSCT022 6 3,23 0,71 0,69 -0,03 0,83 12 
CPSCT024 9 4,85 0,95 0,79 -0,19 0,88 15 
CPSCT025 12 5,41 0,89 0,82 -0,10 0,93 20 
CPSCT026 9 5,89 0,87 0,83 -0,05 0,93 20 
CPSCT027 10 3,35 0,63 0,70 0,10 0,84 16 
CPSCT029 4 3,41 0,37 0,71 0,48 0,83 10 
CPSCT030 7 4,60 0,95 0,78 -0,21 0,84 13 
CPSCT032 5 2,58 0,39 0,61 0,35 0,74 7 
CPSCT033 8 5,42 0,42 0,82 0,48 0,89 17 
CPSCT034 5 3,98 0,66 0,75 0,12 0,89 11 
CPSCT035 8 4,85 0,71 0,79 0,11 0,89 16 
CPSCT036 3 1,14 0,13 0,12 -0,06 0,23 3 
CPSCT037 8 3,39 0,24 0,70 0,66 0,78 12 
CPSCT039 8 3,61 0,79 0,72 -0,09 0,87 15 
CPSCT042 7 4,38 0,89 0,77 -0,16 0,87 13 
CPSCT044 9 3,44 0,76 0,71 -0,08 0,84 14 
Total 194 107,55     352 
Promedio 7,19 3,98 0,67 0,70 0,06 0,81 13,04 
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Figura 1: Dendrograma de las 38 variedades de ciruelo estudiadas por 27 SSRs 
basado en la distancia genética y usando el modelo Neighbour Joining y 
correspondencia con las 2 subpoblaciones resultantes del estudio de la estructura 
poblacional con un coeficiente de pertenencia superior al 0,8. En fondo rojo las 
variedades de la subpoblación 1 y en verde las de la subpoblación 2. 
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Figura 2: Estructura poblacional de las 38 variedades estudiadas de ciruelo japonés con 
K=2 
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1. Desarrollo de los microsatélites 
 
En la presente tesis se utilizaron dos métodos para desarrollar nuevos 
microsatélites: uno a partir de genotecas de ADN enriquecidas, con el que se 
obtuvieron 31 SSRs en almendro y 27 en ciruelo japonés y otro usando las 
secuencias de ESTs existentes en las bases de datos de almendro y del 
melocotonero, con el que se descubrieron 47 SSRs (22 en almendro y 25 en 
melocotonero). 
De los 91 clones positivos secuenciados de la genoteca enriquecida 
para las secuencias CT/AG de almendro, 64 secuencias únicas de 
microsatélites fueron identificadas, de las cuales se pudieron diseñar 52 
pares de cebadores. De este juego de cebadores, 47 amplificaron 
correctamente en ADN de almendro y de ellos 31 fueron polimórficos y 
amplificaron un único locus en un grupo de ocho cultivares de esta especie.  
Para la especie Prunus salicina, se secuenciaron 85 clones positivos 
de una genoteca enriquecida para secuencias CT/AG. De estas secuencias, 
56 fueron identificadas por contener microsatélites únicos, con las cuales se 
diseñaron 45 pares de cebadores. De estos juegos de cebadores, 38 
amplificaron correctamente el ADN de ciruelo japonés, 27 de los cuales 
fueron polimórficos, amplificando un único locus en ocho cultivares 
seleccionados de esta especie. 
Basándonos en estos valores, para desarrollar 10 SSRs funcionales 
(polimórficos en su propia especie y amplificando un único locus) para el 
almendro y el ciruelo japonés, necesitamos, respectivamente, la 
secuenciación de 30 y 32 clones, la identificación de 21 y 20 secuencias 
microsatélites y el diseño de 17 pares de cebadores para ambos. El trabajo 
necesario para el desarrollo de 10 microsatélites en ambos casos fue muy 
parecido. Si comparamos nuestros resultados de desarrollo de microsatélites 
a otros recapitulados en la publicación de Squirrell et al. (2003), resulta que 
fuimos más eficientes, cuando de media para desarrollar 10 microsatélites 
útiles, se necesita el diseño de 20 pares de cebadores, la identificación de 
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38 microsatélites y la secuenciación de 60 clones. Estas diferencias se 
deben a que en este estudio se juntan trabajos que usaron genotecas 
enriquecidas, no enriquecidas y otras de cDNA, RAPDs, AFLPs y 
marcadores de otros tipos. También pueden deberse al método de 
enriquecimiento usado, al motivo de repeticiones elegido y a la facilidad de 
desarrollar microsatélites en una especie u otra. 
En el caso de las cuatro especies de Brassica incluidas en la revisión 
de Squirrell et al. (2003), para desarrollar 10 microsatélites útiles, de media 
se necesitó el diseño de 16 pares de cebadores, la identificación de 29 
microsatélites y la secuenciación de 39 clones. Datos que se asemejan más 
a nuestros resultados aunque se trata de especies poliploides o genomas 
mucho más complejos que los de Prunus donde el descarte de los 
microsatélites polimórficos presentando multiloci no puede ser contabilizado 
de la misma manera que en nuestro caso. Para una mejor apreciación de 
nuestros resultados es mejor compararlos con el desarrollo de SSRs en una 
especie cercana a las nuestras. Un buen ejemplo es el trabajo de Aranzana 
et al. (2002) realizado además en nuestro mismo laboratorio sobre el 
desarrollo de microsatélites con una genoteca de ADN enriquecida para el 
mismo motivo CT/AG del melocotonero. Para llegar a tener 10 microsatélites 
útiles de melocotonero, se necesitó el diseño de 19 pares de cebadores, la 
identificación de 20 microsatélites y la secuenciación de 25 clones. Para la 
misma especie, Dirlewanger et al. (2002) necesitaron, para los 10 
microsatélites útiles, diseñar 13 pares de cebadores, identificar 15 
microsatélites únicos y secuenciar 28 clones. Nuestros datos fueron 
ligeramente peores considerando que fueron necesarios 25 y 28 clones en 
melocotonero frente a unos 30 clones en almendro y 32 en ciruelo japonés 
para obtener 10 SSRs útiles. 
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2. Variabilidad de los microsatélites desarrollados 
 
2.1. Variabilidad en almendro 
Los 31 microsatélites genómicos de almendro desarrollados en esta 
tesis (CPDCT), amplificaron en la muestra de ocho variedades de almendro 
198 alelos, con un promedio de 6,6 alelos por locus. Los valores de la 
heterocigosidad observada y esperada fueron altos, con un promedio de 
0,65 y 0,78 respectivamente. Cuando se usaron 25 de estos microsatélites 
para el estudio de la variabilidad de una colección de almendro de 30 
cultivares, el promedio de alelos por locus fue de 9,48. Los valores de la 
heterocigosidad observada y esperada resultaron también altos, con un 
promedio de 0,70 y 0,78, respectivamente. En este mismo estudio, cuando 
incluimos 22 microsatélites adicionales derivados de ESTs, los 47 
microsatélites amplificaron un total de 341 alelos, con un promedio de 7,26 
alelos por locus, la mayor parte de los cuales estaban a frecuencias 
intermedias, como lo indica el valor promedio del número efectivo de alelos 
por locus Ae=3,98. Los promedios de la heterocigosidad observada y 
esperada fueron muy próximos: 0,59 y 0,62, respectivamente, por lo que el 
índice de fijación de Wright se acercó de cero (F=0,04), es decir, a las 
frecuencias esperadas para una población en panmixia. En general, para 
cada locus los valores del índice de fijación de Wright estuvieron cerca de 
cero salvo en siete SSR donde se registraron valores positivos y elevados 
(≥0,30), lo que indica la presencia de alelos nulos a frecuencias medias. Los 
alelos nulos fueron más habituales entre los marcadores procedentes de 
secuencias genómicas que de los ESTs con promedios de F de 0,11 y -0,04, 
respectivamente. 
Otros autores estudiaron la variabilidad del almendro usando 
microsatélites genómicos y encontraron un promedio de alelos/locus 
variando desde 7,4 hasta 15,9 (Xu et al., 2004; Sánchez-Pérez et al., 2006; 
Xie et al., 2006; Shiran et al., 2007; Fathi et al., 2008; Dangl et al., 2009; 
Gouta et al., 2010; Zeinalabedini et al., 2010; Kadkhodaei et al., 2011). El 
valor encontrado en nuestro estudio usando sólo los microsatélites 
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genómicos fue de 9,48 alelos por locus, un valor intermedio si lo 
comparamos con estos trabajos. En general, al aumentar el número de 
genotipos, se incrementa la probabilidad de detectar alelos que se 
encuentran a baja frecuencia, lo que se traduce en un aumento del número 
de alelos por locus. Los trabajos que detectaron más alelos/locus en 
almendro coinciden en usar un número relativamente pequeño de SSRs (6-
16) y de haber sido publicados recientemente (Sánchez-Pérez et al., 2006; 
Gouta et al., 2010; Zeinalabedini et al., 2010; Kadkhodaei et al., 2011), esto 
indica que estos autores seleccionaron algunos SSRs especialmente 
variables en almendro a partir de resultados obtenidos en anteriores 
trabajos. Efectivamente, en el trabajo de Gouta et al. (2010) donde se 
registró el promedio de alelos por locus más alto (15,9), se usaron 10 
microsatélites de los cuales nueve son los descritos en esta tesis (Mnejja et 
al., 2004) y están entre los más polimórficos. Puesto que los SSRs que 
hemos usado en este trabajo no fueron previamente seleccionados por tener 
un elevado número de alelos, nuestro valor de A=9,48 puede considerarse 
comparativamente alto ya que utilizamos un número de SSRs genómicos 
polimórficos (25) igual al de Fathi et al. (2008), que encontraron un 
polimorfismo ligeramente inferior (A=8,76) usando casi el doble de cultivares 
(56). Por lo tanto, atribuimos el elevado polimorfismo encontrado en este 
estudio a que los SSRs derivados de almendro son más polimórficos en 
almendro que los desarrollados en otras especies de Prunus tal como ya 
observó Maghuly et al. (2005) en albaricoque o también hemos constatado 
en nuestro estudio de transferibilidad en Prunus (Mnejja et al., 2010).  
Los valores medios del parámetro PD y del número de genotipos 
fueron elevados: 0,74 y 11,11, respectivamente, lo que demuestra la alta 
capacidad de identificar variabilidad de estos marcadores. Un dato indicativo 
es que algo más de un tercio de los SSRs usados (16) pudieron identificar 
cada uno la mitad o más de las variedades estudiadas. El valor promedio del 
poder de discriminación también fue alto (PD=0,84) al estudiar el 
polimorfismo de los 31 microsatélites genómicos de almendro en ocho 
cultivares. Este valor de PD es aún más alto que el encontrado en el estudio 
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de variabilidad porque los ocho genotipos utilizados fueron elegidos por ser 
distantes filogenéticamente y por consiguiente fácilmente diferenciables. 
Los microsatélites se distinguen por su elevada tasa de mutabilidad, lo 
que permite a veces detectar pequeñas diferencias entre algunos “sports” 
(Aranzana et al., 2010). En nuestro estudio de variabilidad, sólo dos de 
nuestros microsatélites pudieron diferenciar entre dos variedades muy 
próximas genéticamente „Guara‟ y „Tuono‟. Esta gran similitud ya fue 
detectada en estudios anteriores (Sánchez-Pérez et al., 2006; Kadkhodaei et 
al., 2011). Esto sugiere que la variedad „Guara‟ es un clon de „Tuono‟ y que 
la variación observada (a nivel de fenotipo y genotipo) es de origen 
somático. Aunque estos variantes de SSRs podrían ser utilizados para la 
identificación de “sports”, sería necesario en primer lugar comprobar que las 
diferencias encontradas son estables en una amplía muestra de clones de 
los “sports” a comparar. La alta mutabilidad de los SSRs los hace poco 
adecuados para la identificación de “sports”, que podría hacerse de manera 
más adecuada con otro tipo de marcadores como los SNPs (Fernández i 
Martí et al., 2012). 
La agrupación de las variedades estudiadas en función de su distancia 
genética (dendrograma) o de la existencia de estructuras subpoblacionales 
fue bastante similar. Destaca en primer lugar la separación entre variedades 
de floración precoz y floración tardía, lo que indica que se habría favorecido 
de manera natural el cruzamiento entre individuos que tienen fechas de 
floración solapadas, diferenciándolos de los que presentan fechas de 
floración distintas. Un segundo nivel de diferenciación fue la procedencia 
geográfica de las variedades. Efectivamente, las variedades 
Estadounidenses formaron un grupo diferenciado tanto en el dendograma 
como en la estructura poblacional lo que significa que, aún teniendo 
antecesores europeos, las variedades americanas fueron seleccionadas 
para adaptarse a las exigencias de su nuevo ambiente y mercado hasta 
formar un grupo diferenciado de las variedades mediterráneas. También las 
variedades de la región Italiana de Apulia se clasificaron en el mismo grupo 
tanto en el dendograma como en la estructura poblacional. Finalmente, hay 
un grupo que corresponde esencialmente al programa de mejora del IRTA, y 
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otras variedades modernas de pedigrí conocido que se agruparon en general 
de manera congruente con su origen.  
 
2.2. Variabilidad en ciruelo japonés 
Los 27 microsatélites genómicos de ciruelo japonés se probaron 
inicialmente en un juego de ocho cultivares de la misma especie y 
detectaron un total de 54 alelos con un promedio de 5,7 alelos/locus. Los 
valores promedio de la heterocigosidad observada y esperada fueron altos y 
muy cercanos; 0,73 y 0,70 respectivamente. Cuando se usaron para el 
estudio de variabilidad de 38 genotipos de la misma especie, produjeron un 
total de 194 alelos, con un promedio de 7,19 alelos/locus. El ciruelo en 
general, y el ciruelo japonés en particular, han sido poco estudiados con 
SSRs. Ahmad et al. (2004) caracterizaron 14 cultivares de ciruelo japonés y 
seis pluots usando 28 microsatélites de cerezo y melocotonero, mientras que 
Hayashi et al. (2009) usaron 12 SSRs de melocotonero y albaricoquero para 
estudiar la diversidad genética en 22 cultivares de ciruelo. El promedio de 
alelos/locus que encontraron fue de 4,3 y 6,1, respectivamente, lo que 
considerando el número de variedades analizadas lo interpretamos como 
unos datos de polimorfismo inferiores a los que hemos obtenido. Ambos 
estudios coinciden en usar microsatélites no propios de la especie estudiada 
y por eso detectan menos polimorfismo; la misma conclusión a la que 
llegamos en el almendro. Nuestro estudio de transferibilidad confirma 
también esta observación, ya que al usar microsatélites de diferentes 
orígenes de Prunus (almendro, albaricoquero y melocotonero) en ocho 
cultivares de ciruelo japonés observamos un porcentaje de polimorfismo del 
73,3% y un promedio de 4,5 alelos/locus, inferior (100% y 5,7) a los datos 
obtenidos usando SSRs de ciruelo japonés. Esto debería ser un elemento a 
tener en cuenta a la hora de escoger microsatélites cuando el polimorfismo 
es el criterio esencial de selección. 
La heterocigosidad observada fue Ho=0,67 y la esperada He=0,70, por 
lo que el índice de fijación de Wright fue muy cercano a cero F=0,06, lo que 
demuestra que nuestros datos se parecen a los esperados en una población 
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en equilibrio Hardy-Weinberg. Los 27 microsatélites estudiados fueron 
capaces de diferenciar individualmente a todos los 38 genotipos de 
almendro, dando valores altos del poder de discriminación (22 de los 27 
SSRs presentaron un PD>0,75), con un promedio de PD=0,81. Estos 
microsatélites identificaron de promedio a 13,04 genotipos de los 38 
posibles. El número medio de microsatélites con diferente genotipo entre dos 
variedades fue alto, de 22,49 de un total de 27 microsatélites. Todos estos 
parámetros confirman la alta capacidad discriminatoria y de identificación de 
variabilidad que ofrecen los microsatélites de ciruelo japonés desarrollados. 
Aunque se hayan podido diferenciar todos los cultivares estudiados, 
encontramos dos parejas que diferían tan sólo en dos o tres alelos: „Friar‟ y 
„Midnite Sun‟ y „Golden Plum‟ y „Golden Globe‟, respectivamente. Tal como 
en el caso de las dos variedades de almendro „Guara‟ y „Tuono‟, nuestros 
resultados apuntan a que cada pareja es en realidad la misma variedad o el 
resultado de una mutación somática (“sport”) de la otra, aunque no 
encontramos en la bibliografía nada que confirmase o rechazase estas 
conclusiones. 
Los genotipos de los SSRs nos permitieron en algunos casos confirmar 
los pedigrís conocidos de las variedades. Con ello tuvimos una estima de la 
verosimilitud de estos datos disponibles en la bibliografía. De los 10 casos 
que pudimos analizar (uno con datos de los dos parentales y nueve con los 
de solamente uno), confirmamos seis y rechazamos cuatro, indicando la 
necesidad de una revisión a fondo de esta información, lo que podría 
hacerse con suficiente precisión tras el análisis de un grupo de 10-15 SSRs 
de los usados en este estudio con una muestra más amplia de la variabilidad 
que incluyera también los parentales propuestos de muchas de estas 
variedades.  
Usando los datos de los SSRs se realizaron estudios de agrupación 
basados en la distancia genética y análisis de la estructura poblacional con 
el programa Structure. Nuestros resultados estuvieron en sintonía con los de 
otros grupos usando diferentes tipos de marcadores, encontrando elevados 
niveles de similitud entre los mismos grupos de variedades. En general las 
variedades estudiadas, mayoritariamente de origen de EEUU, se agruparon 
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por los programas de los diferentes estados. Concretamente, detectamos un 
gran grupo de variedades californianas obtenidas por diversos programas de 
mejora públicos y privados. Una razón para esta diferenciación la podemos 
situar en la selección para adaptación a las particulares condiciones de 
California, aunque también es cierto que muchas de ellas proceden de 
cruzamientos entre un número reducido de parentales entre los que 
destacan „Santa Rosa‟, „Queen Ann‟ y varios de sus descendientes. Otro 
grupo incluye las variedades del Sur de los EEUU (Georgia, Alabama y 
Missouri), que presentan en general niveles de variabilidad superior al grupo 
californiano, tal como ya observaron antes Boonprakob et al. (2001). El 
análisis de la estructura  subpoblacional detectó dos subpoblaciones, una 
constituida por el grupo de variedades de California ya separada en el 
dendrograma. La segunda reunió a diversos cultivares del Sur de EEUU con 
otras variedades de origen diverso, como las rusas („Obilnaja‟ y „Pabeida‟) o 
el pluot „Flavorosa‟, todas ellas teniendo en común su origen próximo a partir 
de cruzamientos interespecíficos. 
Aunque partiendo de un nivel de variabilidad muy elevado, ciruelo 
japonés y almendro representan dos historias muy diferentes desde su 
domesticación. En el almendro, la variabilidad de la especie original 
procedente de China se fue modelando por la selección a lo largo de 
muchas generaciones a través de la geografía asiática primero, 
mediterránea más adelante y, finalmente americana. El resultado es el 
mantenimiento de una gran variabilidad con la ayuda del sistema de 
autoincompatibilidad y una clara estructura subpoblacional basada en parte 
en la geografía y en parte en la coincidencia de épocas de floración. En 
cambio, el conjunto de variedades de ciruelo japonés que hemos analizado, 
que comprende esencialmente las variedades originadas en los programas 
norteamericanos, se inicia con el cruzamiento reciente (dentro del s. XX) 
entre varias especies (P. salicina, P. simonii, P. cerasifera, principalmente, y 
en menor medida algunos ciruelos de América del Norte) y en la selección 
de sus descendientes en unas condiciones ambientales distintas (Sur y 
Oeste de los EEUU) durante un corto número de generaciones. Esta historia 
conocida es corroborada por nuestros datos en los que se detecta una gran 
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variabilidad genética, suma de las diferentes especies componentes, y una 
débil estructuración subpoblacional que se concreta esencialmente en los 
grupos de procedencia de California y del Sur de los EEUU.  
Otro elemento interesante a considerar es el aportado por el 
desequilibrio de ligamiento, que esperaríamos más conservado en el ciruelo 
japonés (han transcurrido muy pocas generaciones desde los cruzamientos 
iniciales que produjeron las variedades actuales), que en almendro (especie 
alógama con una larga historia de cruzamientos y selección desde su 
domesticación). Nuestros datos con los SSR estudiados son poco 
concluyentes en el sentido de que no muestran una clara diferencia entre las 
dos especies. Sin embargo, esto no es sorprendente dada el escaso número 
de marcadores y genotipos que hemos estudiado. Solamente una 
investigación en mayor profundidad, usando una densidad suficiente de 
marcadores podría esclarecer estas cuestiones. En melocotonero se ha 
desarrollado ya un chip de SNPs de alta densidad (Verde et al., 2012), 
aunque aproximaciones del tipo GBS (genotyping by sequencing) (Elshire et 
al., 2011) podrían ser más razonables, dado que la importancia 
relativamente menor de estas dos especies no justificaría a día de hoy el 
costo que supondría el desarrollo de chips de SNPs específicos para cada 
una de ellas. 
 
3. Transferibilidad de los microsatélites 
 
En nuestro estudio de la transferibilidad de los microsatélites de Prunus 
a diferentes especies de la familia de las rosáceas, usamos 145 pares de 
cebadores que amplificaban microsatélites originados en cuatro especies de 
Prunus. Estos pares de cebadores fueron ensayados en seis especies de 
Prunus y otras tres de rosáceas de otros géneros (manzano, peral y fresa). 
En total realizamos 1.160 combinaciones especie/SSR y generamos 9.280 
datos. De estas combinaciones, 771 (67%) resultaron en la amplificación del 
ADN pero sólo en 534 casos (46%) detectaron polimorfismo en la especie 
estudiada. Esta diferencia del 31% corresponde a microsatélites 
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monomórficos, lo que pudo ocurrir por diversas causas, como el pequeño 
tamaño de la secuencia del microsatélite y la presencia de secuencias 
imperfectas o interrumpidas que desfavorecen la variabilidad (Smulders et 
al., 1997; Peakall et al., 1998; Dirlewanger et al., 2002), o porque las 
especies testadas eran menos variables que la especie origen. 
En general, la transferibilidad de los microsatélites es inversamente 
proporcional a la distancia genética entre la especie origen y especie 
ensayada (Peakall et al., 1998; Zhang et al., 2005; Hendre et al., 2008; Luro 
et al., 2008). Eso supone que los microsatélites son más transferibles entre 
especies del mismo género o de géneros muy próximos que entre especies 
más distantes. Esto fue evidente al comparar nuestros resultados de 
transferibilidad entre especies de Prunus, donde observamos un promedio 
de amplificación cruzada del 83,6% y de polimorfismo del 63,9%, mientras 
que entre Prunus y otras especies de la familia Rosaceae, estos promedios 
fueron de 37,9% y 16,3%, respectivamente, denotando una drástica perdida 
de transferibilidad. Entre las especies de Prunus también se confirma esta 
relación de transferibilidad y distancia genética. Las seis especies 
estudiadas de Prunus pertenecen a tres subgéneros: Amygdalus (almendro 
y melocotonero), Prunophora (albaricoquero, ciruelo japonés y ciruelo 
europeo) y Cerasus (cerezo). Las especies del mismo subgénero suelen ser 
intercompatibles, como también lo son algunas especies de Amygdalus con 
otras de Prunophora (Scorza y Sherman, 1996), lo que denota su cercanía 
genética, pero las especies de Cerasus no se pueden intercruzar con los 
otros dos subgéneros (Watkins, 1995) y quedan más alejadas 
genéticamente. En efecto, las tasas más elevadas de transferibilidad fueron 
usando microsatélites y ADN del mismo subgénero o de Prunuphora y 
Amygdalus. En el cerezo se obtuvieron tasas más bajas con microsatélites 
de los otros dos subgéneros (76,6% de promedio de amplificación y 40,7% 
de polimorfismo).  
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3.1. Comparación de la variabilidad entre especies de Prunus 
Este trabajo nos permitió evaluar y comparar la variabilidad de las seis 
especies de Prunus económicamente más importantes, usando marcadores 
microsatélite de diferentes orígenes. Para poder hacer esta comparación era 
necesario disponer de un juego de marcadores codominantes, polimórficos y 
homólogos entre especies, lo cual solamente había podido hacerse con 
isoenzimas (Arulsekar et al., 1986; Byrne, 1990) anteriormente. Otros 
marcadores como los RAPDs o AFLPs ni son codominantes en general ni 
permiten asegurar la homología entre bandas de tamaño parecido. Con 
RFLPs hubiera sido posible pero no nos consta que se haya hecho. En 
cualquier caso, siendo los RFLPs marcadores mucho menos polimórficos 
que los SSR, la información obtenida por marcador hubiera sido bastante 
menor. Los SSRs parecían, por lo tanto, una excelente opción de poder 
examinar la variabilidad relativa y compararla con la obtenida con 
isoenzimas.  
El almendro resultó ser la especie más variable al mostrar los valores 
más altos de polimorfismo (P=74%), número de alelos/locus (A=5,8) y 
heterocigosidad observada (Ho=0,62), seguido de muy cerca por el ciruelo 
japonés, que mostró valores de variabilidad también elevados (P=73%, 
A=4,5 y Ho=0,62). Estas dos especies de polinización cruzada, 
evolucionaron con un estricto sistema de autoincompatibilidad gametofítico, 
lo que favoreció su elevada variabilidad. Los estudios de variabilidad 
presentados en esta tesis, con un mayor número de cultivares y solamente 
con marcadores desarrollados en la misma especie confirman estos datos 
en almendro (47 SSRs en 30 cultivares) y en ciruelo japonés (27 SSRs en 38 
cultivares), con promedios altos de número de alelos/locus (7,26 y 7,19) y de 
heterocigosidad observada (0,59 y 0,67), respectivamente. 
En contraste, el melocotonero es la especie menos variable de los 
Prunus estudiados (P=47%, A=2,6 y Ho=0,41) lo que se debe a su 
autofertilidad y autogamia (Miller et al., 1989). Además, la variabilidad de las 
variedades europeas y norteamericanas se ha visto afectada por un cuello 
de botella ocurrido al inicio de los programas de mejora genética en EEUU, 
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que usaron un número reducido de fundadores (Hesse, 1975; Arulsekar et 
al., 1986), lo que erosionó adicionalmente su pool genético.  
Para el cerezo, la existencia de genotipos autocompatibles, preferidos 
por ser más productivos, además de otros posibles cuellos de botella 
ocurridos en su historia de mejora (Tavaud, 2002), explican el nivel 
intermedio de variabilidad observado (P=41%, A=3,1 y Ho=0,51). Una 
situación parecida ocurre en el albaricoquero, donde también encontramos 
genotipos autocompatibles y autoincompatibles. Esto hace que además de la 
polinización cruzada puede ser posible la autofecundación, lo que explica en 
parte su nivel intermedio de variabilidad (P=67%, A=3,2 y Ho=0,55).  
Cuando las especies estudiadas con isoenzimas por Byrne (1990) se 
ordenaron por el parámetro del polimorfismo (porcentaje de loci polimórficos) 
el almendro fue la especie más variable (P=78%) seguida del ciruelo japonés 
(P=67%), el albaricoquero (P=58%) y finalmente el melocotonero (P=8%). El 
cerezo no estaba incluido en este estudio, pero otros datos parecidos 
(Granger et al., 1993) permitían situarle algo por debajo del albaricoquero 
(P=56%). El orden de polimorfismo que encontramos con SSRs fue idéntico, 
aunque en este caso los valores fueron más elevados con SSRs, 
especialmente en las especies menos variables y, en general, en otros 
parámetros como el número de alelos por locus o la heterocigosidad 
observada. Esto se debe a que el nivel de polimorfismo de los SSRs es muy 
superior al de los isoenzimas. Estos resultados, por tanto, confirman y dan 
mayor consistencia a los datos ya disponibles sobre variabilidad relativa 
entre este grupo de cultivos.  
 
3.2. Microsatélites genómicos y derivados de ESTs 
En nuestro estudio de variabilidad del almendro, los microsatélites 
genómicos resultaron ser más variables que los derivados de ESTs, pero si 
diferenciamos estos últimos según el motivo que contienen, vemos que los 
dinucleotídicos, que están en zonas no codificantes, presentan una 
variabilidad parecida a la encontrada con los genómicos. Por el contrario, los 
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microsatélites derivados de ESTs con motivos trinucleotídicos sí que 
presentaron una baja variabilidad al compararlos con los genómicos puesto 
que están sometidos a selección cuando se encuentran en regiones 
codificantes. Así que al comparar datos de microsatélites derivados de 
ESTs, hay que tener en cuenta su localización en el EST. 
En cuanto a la transferibilidad de los microsatélites derivados de ESTs 
en comparación con los genómicos, no encontramos diferencias 
significativas, aunque los de ESTs fueron algo más transferibles. En varias 
especies de plantas, los microsatélites derivados de ESTs fueron 
identificados como más transferibles que los genómicos (Cho et al., 2000; 
Cordeiro et al., 2001; Rahemy et al., 2012), lo que es de esperar al haber 
secuencias de ADN más conservadas en las regiones transcritas (Varshney 
et al., 2005). En nuestro estudio de transferibilidad no detectamos esta 
diferencia, lo que ocurre porque una buena parte de los microsatélites 
derivados de ESTs usados se encuentran en regiones no transcritas, por lo 
que se comportan como si fueran genómicos. En el estudio de 
transferibilidad, observamos que los microsatélites derivados de ESTs de 
almendro amplificaron mejor en el resto de las especies que los de 
melocotonero, aunque estos últimos eran más polimórficos. La explicación 
de estas diferencias es que la gran mayoría de los SSRs de melocotonero 
tenían motivos dinucleotídicos y se encontraban en zonas no codificantes, 
mientras que casi la mitad de los de almendro eran trinucleotídicos y se 
encontraban en regiones codificantes, por lo tanto el comportamiento de los 
de almendro se ajustaba mejor al esperable en SSRs derivados de EST 
mientras que los del melocotonero actuaban de una manera parecida a los 
genómicos.  
 
4. Aplicaciones a la genética y mejora de frutales 
 
Desde el desarrollo de los primeros marcadores microsatélite (Cipriani 
et al., 1999) hasta ahora se han descrito y mapeado varios cientos de estos 
marcadores que han tenido una amplia utilización en genética y mejora del 
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melocotón y otras especies de Prunus (Arús et al., 2012). Una de sus 
principales aplicaciones ha sido la de construir mapas fácilmente 
comparables entre poblaciones y especies con unos marcadores de alta 
calidad que además han representado una mejora en cuanto a costos, 
simplicidad de análisis, o ambas cosas, con respecto a los disponibles 
anteriormente. En esta tesis describimos el desarrollo de juegos de SSRs 
para almendro y ciruelo japonés que han sido ya usados por la comunidad 
científica. También analizamos la transferibilidad de 145 SSRs en el conjunto 
de especies de Prunus, produciendo una información adicional útil para la 
selección de SSRs a usar en función de cuál sea la especie de nuestro 
interés y el objetivo del análisis genético que quiera realizarse. 
En base a los resultados de transferibilidad obtenidos, ha sido posible 
identificar un juego de 31 SSRs que amplifica y es polimórfico en las seis 
especies testadas. De ellos se han seleccionado 12 que además son 
altamente polimórficos y tienen una amplia cobertura del genoma, que 
consideramos adecuados como juego de referencia para la caracterización 
de germoplasma, particularmente cuando se trata de colecciones de Prunus 
de diferentes especies. Además estos marcadores pueden ser útiles para la 
identificación varietal en caso de acciones de protección de derechos de 
obtentor o control de la calidad (identidad) del material suministrado por 
parte de viveristas o comerciantes. 
Los SSRs desarrollados han sido usados en la caracterización de la 
variabilidad de dos especies relativamente poco conocidas y sin embargo en 
alza dentro de los cultivos de Prunus, el almendro y el ciruelo japonés. La 
información obtenida ha permitido evaluar el efecto de determinados 
aspectos biológicos (autoincompatibilidad, época de floración, etc.) e 
históricos en la cantidad y organización de su variabilidad genética. Esta 
información es relevante para la comprensión de la genética de la especie, 
sus posibilidades de mejora y la selección de parentales para la creación de 
la variabilidad necesaria para la selección de variedades más productivas o 
con nuevos atributos. 
El abaratamiento de las técnicas de secuenciación que ha ocurrido 
durante los últimos cuatro años está aumentando a gran velocidad nuestro 
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conocimiento sobre los genomas y su variabilidad. Uno de los resultados 
más espectaculares ha sido la reciente secuenciación de muchos genomas 
enteros, entre ellos los de dos especies del género Prunus, el melocotonero 
(Verde et al., 2013) y P. mume (Zhang et al., 2012), además de la 
resecuencia de diversas variedades cultivadas y accesiones silvestres de P. 
persica (Verde et al., 2013; Cao et al., 2014). Estos desarrollos han 
revolucionado la manera de realizar los estudios genéticos que ahora 
pueden hacerse con una profundidad impensable pocos años atrás. 
Los SSRs han sido los marcadores predominantes en genética y 
mejora de frutales durante la primera década de este siglo. La secuencia de 
los genomas ha permitido conocer la posición física y características de la 
inmensa mayoría de los SSRs del genoma, información que se encuentra 
disponible en las bases de datos públicas 
(http://services.appliedgenomics.org/fgb2/iga/prunus_public/gbrowse/prunus_public/), por 
lo que es fácil desarrollarlos para cualquier región cromosómica. Al mismo 
tiempo, es posible identificar otros tipos de variantes de ADN, 
particularmente SNPs, con facilidad, lo que permite el desarrollo de chips 
para realizar análisis de variabilidad con cobertura del genoma entero (Verde 
et al., 2012). Los SNPs son mucho menos polimórficos (típicamente 
bialélicos) que los SSRs, pero por su ubicuidad son imprescindibles para 
aproximaciones como la genética de asociación y particularmente útiles para 
la localización de marcadores diagnóstico (el alelo del marcador predice 
siempre el fenotipo para el carácter estudiado) para genes mayores, es 
decir, óptimos para la selección asistida por marcadores. Además los 
análisis de genotipos (parentales de un programa de mejora, por ejemplo) 
con una cobertura prácticamente continua del genoma son mucho más 
informativos que los basados en un número discreto de marcadores. En 
consecuencia, los SNPs (y otros marcadores derivados de secuencia) van 
tomando progresivamente un papel dominante en los estudios genéticos y 
su aplicación a los programas de mejora. 
Los SSRs son unos marcadores de gran calidad, cuyo uso a pequeña 
escala sigue siendo competitivo desde el punto de vista de costes y sobre 
los que existe una información acumulada en muchas especies que los sigue 
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haciendo útiles para determinadas aplicaciones, como la construcción de 
mapas de baja/intermedia densidad y la selección de determinados genes 
para los que ya existen SSRs fuertemente asociados a los genes de interés, 
como es el caso en melocotón de los genes de acidez de la pulpa (Eduardo 
et al., 2014) o de la forma del fruto (Picañol et al., 2013). Es por tanto 
previsible que, para muchas aplicaciones, compartan uso con SNPs y otros 
marcadores durante los próximos años. 
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Conclusiones 
1- Se desarrollaron 47 microsatélites de genotecas genómicas enriquecidas 
por secuencias CT/AG de almendro y 38 de ciruelo japonés, de los cuales 31 
y 27, respectivamente, fueron polimórficos, amplificando un único locus en 
sus respectivas especies. Estos microsatélites detectaron un elevado 
número de alelos y mostraron una elevada capacidad de diferenciación 
varietal. 
2- Se desarrollaron también 25 microsatélites de melocotonero y otros 22 de 
almendro a partir de las secuencias ESTs disponibles en las bases de datos. 
3- Se estudió la transferibilidad de 145 microsatélites de Prunus, todos 
produciendo un único locus polimórfico en la especie origen, en nueve 
especies de Rosáceas (seis Prunus, una Pyrus, una Malus y otra Fragaria). 
Estos SSRs mostraron una alta transferibilidad dentro del mismo género 
Prunus, con un promedio de amplificación del 83,6% y de polimorfismo del 
63,9%. Esta transferibilidad cayó drásticamente al probar estos SSRs en las 
tres especies diferentes de Prunus, registrando unos promedios del 37,9% y 
del 16,3% de amplificación y polimorfismo, respectivamente. 
4- Los mayores valores de transferibilidad en Prunus fueron encontrados 
cuando los SSRs y el material a estudiar fueron del mismo subgénero o de 
los dos subgéneros más próximos (Prunophora y Amygdalus), con un 
promedio de amplificación del 85% y un promedio de polimorfismo del 
69,7%. Estos valores fueron claramente más bajos en la única especie del 
subgénero Cerasus (cerezo), con un 76,6% de amplificación y 40,7% de 
transferibilidad. En conjunto, nuestros resultados confirman que el grado de 
transferibilidad es inversamente proporcional a la distancia genética entre la 
especie origen del SSR y la especie objeto del estudio. 
5- Almendro y ciruelo japonés resultaron ser las especies más variables de 
las cinco de Prunus estudiadas, seguidas de muy cerca por el albaricoquero. 
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El cerezo fue relativamente poco variable y el melocotonero la especie 
menos variable de las estudiadas del género Prunus. Estas diferencias 
radican esencialmente en los sistemas de reproducción de cada especie y 
en su historia después de la domesticación. 
6- Un total de 31 SSRs fueron polimórficos en las seis especies de Prunus 
ensayadas, de los cuales propusimos un juego de 12 marcadores, altamente 
polimórficos en todas las especies y que detectan un único locus polimórfico 
en cada una de ellas, cubriendo los ocho cromosomas del genoma Prunus. 
Este juego de marcadores puede ser útil para la caracterización de 
germoplasma de este género y para estudios de variabilidad comparativa. 
7- Aunque no encontramos diferencias destacables en la transferibilidad de 
microsatélites de diferentes orígenes (genómicos o de ESTs), nuestros datos 
indicaron que los microsatélites de ESTs que no están en zonas transcritas 
se comportaron como los genómicos, pero aquellos que sí lo están 
resultaron más transferibles pero menos polimórficos que los genómicos. 
8.- La comparación de nuestros resultados en almendro y ciruelo japonés, en 
los que hemos usado SSRs obtenidos en la misma especie, con los de otros 
autores usando marcadores SSR procedentes de otros Prunus sugieren que 
los marcadores desarrollados en la misma especie son en general más 
polimórficos que los obtenidos en otras especies próximas.   
9- La agrupación de variedades basada en la distancia genética, y la 
detectada en el estudio de la estructura poblacional, tanto del almendro 
como del ciruelo japonés, fueron en general concordantes, dividiendo los 38 
cultivares de ciruelo japonés en dos grupos mayoritarios y las 30 variedades 
de almendro en cinco (estructura poblacional) o seis grupos (dendrograma). 
10- Las variedades de almendro presentaron una fuerte estructura 
poblacional y se agruparon según la época de floración y su situación 
geográfica, contrariamente a las variedades de ciruelo japonés que tuvieron 
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una débil estructura poblacional, asociada principalmente al origen de los 
programas de mejora de donde procedían las variedades.  
11- Los marcadores usados permitieron la identificación individual de cada 
una de las variedades estudiadas. En algunos grupos de variedades que 
diferían por muy pocos SSRs pudimos concluir que algunas variedades 
proceden muy probablemente de la mutación somática de otras, como el 
ejemplo de „Guara‟ y „Tuono‟ en almendro, o „Friar‟ y „Midnite Sun‟ y „Golden 
Plum‟ y „Golden Globe‟ en ciruelo japonés. También pudimos confirmar seis 
pedigrís de los nueve descritos en la bibliografía de las variedades 
estudiadas de ciruelo japonés.  
 
